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Osteochondrale Defekte stellen in der Pferdepopulation, vor allem bei jungen Tieren, eine 
häufige Ursache für Lahmheiten dar. Diese führt neben Schmerzen und Leistungsabfall auch 
zu Krankheitsausfällen bis hin zu frühzeitiger Gelenksarthrosenbildung und völliger Un-
brauchbarkeit der Pferde.  
 
Die Fähigkeit des Knorpelgewebes zur Regeneration ist sehr gering. Eine Heilung, die zur 
Restitutio ad integrum führt, ist nahezu ausgeschlossen.  
In den letzten Jahren konnten neue Therapieansätze aus dem Bereich des Tis-
sue engineering (TE) mit ihren Ergebnissen überzeugen. Bei dieser Form der Behandlung 
wird im Labor artifiziell, mit oder ohne Zellbesiedlung, Ersatzgewebe hergestellt, das nach 
Implantation die Aufgabe des Knorpels übernehmen soll.  
Besonders vielversprechend waren Studien, in denen zellbeladene, sogenannte Matrix as-
soziierte Chondrozytentransplantate (MACT) verwendet wurden. Im Zuge dieser Forschung 
rückte das Ausgangsmaterial zur Erzeugung dieser Trägergerüste zunehmend in den Fokus. 
 
Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es, zu überprüfen, ob und in welchem Umfang sich Blut-
plasma und Vollblut als Ausgangsmaterialien zur Herstellung einer 3-D Knorpelzellmatrix 
eignen. 
Neben der Handhabbarkeit untersuchte man die entstandenen Transplantate auf makrosko-
pische Veränderungen, histologische Zusammensetzung und knorpel-spezifische Ge-
nexpression. 
 
Vor Beginn der Studie wurde die Hypothese aufgestellt: 







2.1.1 Gelenkknorpel: Aufbau und Zusammensetzung 
Knorpel besteht aus Knorpelzellen, Fasern und Grundsubstanz, wobei Fasern und Grund-
substanz unter dem Begriff extrazelluläre Matrix (EZM) zusammengefasst werden. Je nach 
Art und Zusammensetzung dieser Bestandteile unterscheidet man drei Arten von Knorpel: 
den hyalinen, den elastischen und den Faserknorpel. Der elastische Knorpel zeichnet sich 
durch hohe Biegsamkeit aus. Sie wird durch Einlagerung elastischer Fasern in der Grund-
substanz erreicht. Der elastische Knorpel bildet die Grundlage der Ohrmuschel, des Kehlde-
ckels und von Teilen des äußeren Gehörgangs. Der Faserknorpel entsteht durch Verknorpe-
lung von Bindegewebe und kommt in den Zwischenwirbelscheiben, dem Hufknorpel und in 
Form von Zwischengelenkscheiben vor. Beim Pferd ist Faserknorpel auch als Einlagerung 
der Sehne des M. biceps brachii zu finden (LIEBICH 1999; FRISBIE 2006b). 
Die häufigste Knorpelart ist der hyaline Knorpel. Dieser kommt als embryonales Stützgewe-
be, Rippenknorpel, Nasenknorpel, Knorpel der Atemwege und vor allem in Form von Ge-
lenkknorpel vor. Er ist von bläulicher Farbe, wird aber mit zunehmendem Alter gelblich. 
Zudem weist er keinen unmittelbaren Anschluss an das lymphatische oder das neuronale 
System auf (MA und LANGER 1999), und nach Schluss der Wachstumsfugen besitzt er 
keinen direkten Zugang zu gewebsspezifischen Stammzellpopulationen. Der Gelenkknorpel 
sitzt dem subchondralen Knochen auf, hat eine Dicke von einem bis vier Millimetern und 
erscheint makroskopisch glatt. Mikroskopisch sichtbare kleine Unebenheiten werden durch 
die Synovialflüssigkeit, einem Ultrafiltrat des Blutes, ausgeglichen. Der Gelenkknorpel in 
seiner Gesamtheit wird, wie in der Abb.2-1 dargestellt, in vier oberflächenparallele Schichten 
unterteilt. Von der Knorpeloberfläche beginnend, kommt nach der Faservorzugsrichtung 
benannt, zuerst die Tangential-, dann die Transitional-, darunter die Radiärzone und zuletzt 
die kalzifizierte Zone, mit der er fest auf dem Knochen verankert ist (STOCKWELL 1975; 
RUDERT und WIRTH 1998). Zwischen der Radiärzone und der kalzifizierten Zone ist eine 
basophile Grenzlinie erkennbar, die „Tidemark“.  
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Abbildung 2-1: Darstellung der zonalen Gliederung des Gelenkknorpels  
   (RUDERT und WIRTH 1998). 
   Zone I  Tangentialschicht 
Zone II  Transitionalschicht 
Zone III  Radiärschicht 
Tidemark 
Zone VI kalzifizierte Zone 
Subchondraler Knochen  
 
Der Gehalt an Knorpelzellen, den Chondrozyten, liegt zwischen 1 und 12 %. Die EZM, 82 bis 
99 %, setzt sich überwiegend aus Wasser, Kollagenen und Proteoglykanen zusammen. Die 
genaue Verteilung ist der Tab. 2-1 zu entnehmen. 
Zusammensetzung und Gehalt an Kollagen, Proteoglykan und Wasser ist abhängig von der 
Entfernung zur Zelle. Im perizellulären Raum, der direkten Umgebung der Chondrozyten, ist 
nur wenig Kollagen vorhanden, aber dafür reichlich Proteoglykan. Die sich anschließende 
territoriale Matrix hingegen setzt sich überwiegend aus einem Netzwerk dünner Kollagen-
fibrillen zusammen (POOLE et al. 1984). Diese wiederum wird von der interterritorialen Mat-
rix umgeben, welche aus großen Kollagenfibrillen besteht und den größten Anteil an Knor-
pelgewebe ausmacht. 
 









Wasser 70-80%   
Trockengewicht 20-30%   
 Davon 50% Kollagen 
  35% Proteoglykane 
  10% Glykoproteine 
  3% Mineralstoffe 
  1% Fette 
   1% sonstige Stoffe 
 
Kollagen 
Kollagene sind ein Hauptbestandteil der EZM. Diese Proteine sind verantwortlich für Festig-
keit und Zugsteifigkeit des Knorpelgewebes. Als Hauptkollagen ist Typ II (Kol II) zu nennen. 
Dieser macht 95 % des Gesamtkollagengehalts aus und sorgt durch seinen feinfibrillären 
Aufbau zusammen mit den, an sich gebundenen, Kollagenen Typ IX und XI für Struktur und 
mechanische Stabilität (FRITZ et al. 2006). Weitere, im Gelenkknorpel vorkommende Kolla-
gentypen sind Typ VI, XII und XIV. Diesen wird zwar aufgrund ihres niedrigen Gehaltes nur 
eine untergeordnete Rolle zugeteilt, ihre Funktion ist jedoch noch nicht vollständig geklärt. 
Wie hoch die Syntheserate der Chondrozyten an Kol II ist, hängt primär vom Alter ab. Ver-
änderte Umgebungsbedingungen, wie sie beispielsweise bei einer Knorpelverletzung vorlie-
gen, beeinflussen die Syntheserate zusätzlich. 
Der Gehalt an Kollagen ist in der Tangentialschicht am höchsten und nimmt mit zunehmen-
der Tiefe ab. Durchmesser und Anzahl der Vernetzungen der Kollagenfibrillen erhöhen sich 
mit steigendem Alter (MARTINEK et al. 1998). 
 
Proteoglykane 
Hierbei handelt es sich um eine Kombination aus Protein und Glykosaminoglykan 
(GAG, Kohlehydratseitenkette). Mit 85 % ist Aggrekan das wichtigste Proteoglykan, dessen 
GAGs vor allem Chondroitin-4-Sulfat (C-4-S), Chondroitin-6-Sulfat (C-6-S) und Keratansulfat 
sind. Durch die negativen Ladungen ihrer Seitenketten stoßen sich die GAGs untereinander 
ab und ziehen Wasser an. Da sie aber in einem Netzwerk aus Kollagenfibrillen sitzen, ist ihre 
Schwellungsfähigkeit begrenzt, sodass sie sich nicht mit Flüssigkeit sättigen können. Hieraus 
resultiert ein hoher positiver osmotischer Druck (BUCKWALTER und MANKIN 1998b). Über 
hundert der einzelnen Aggrekane werden um ein Hyaluronsäuremolekül, das einzige nicht 
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sulfatierte GAG, angeordnet und bilden ein Aggrekan-Aggregat. Die Proteoglykankonzentra-
tion ist in der Radiärschicht am höchsten. 
 
 
Abbildung 2-2: Aggrekan Aggregat (FOSANG und LITTLE 2008). 
   HA:  Hyaluronsauremolekül 
   LP:  Bindungsprotein 
   G1-G3:  GAG (C-4-S, C-6-S, Keratansulfat)  
 
Chondrozyten 
Chondrozyten sind gering basophile Zellen, die sich aus mesenchymalen Vorläuferzellen 
zunächst zu Chondroblasten differenzieren. Sie weisen einen hohen Gehalt an rauem, en-
doplasmatischen Retikulum, Golgi-Apparat und Mitochondrien auf und synthetisieren die 
Grundsubstanz. Durch diese EZM werden die Chondroblasten wiederum auseinanderge-
drängt. Nach ihrer finalen Ausdifferenzierung liegen sie als einzelne Chondrozyten vor. 
Durch Teilung dieser Knorpelzellen kommt es zur Bildung isogener Zellgruppen. Die Einheit 
aus Chondrozyten, Knorpelhof und Knorpelkapsel nennt man Chondron. Es ist die funktionell 
wichtigste Bau- und Syntheseeinheit des Knorpels (LIEBICH 1999; FRISBIE 2006b). Knor-
pelzellen variieren in ihrer Morphologie und ihrem Metabolismus mit ihrer Lage im Knorpel. 
Im Randgebiet des Knorpels liegen Knorpelzellen häufig in Gruppen vor und sind von spin-
delförmigem Aussehen. Sie sitzen einzeln bis paarweise in Fibrillengeflechten aus Kollagen, 
den Lakunen und geben in diese ihre Zellprodukte ab. Aus diesen Produkten wird dann die 
EZM synthetisiert. Mit zunehmender Knorpeltiefe runden die Zellen immer mehr ab. In der 
Radiärzone liegen sie dann rund und zu Säulen gestapelt vor. Das Zellvolumen, sowie die 
metabolische Aktivität sind hier am größten (MEACHIM und COLLINS 1962a; WONG et al. 
1996). Die Ernährung der Chondrozyten erfolgt überwiegend durch Diffusion der Synovi-
alflüssigkeit und nur zu einem sehr geringen Anteil durch Gefäße des subchondralen Kno-
chens (RUDERT und WIRTH 1998). 




2.1.2 Funktionelle Eigenschaften des Gelenkknorpels 
Bei echten Gelenken sind die gleitenden Oberflächen mit hyalinem Knorpel überzogen. 
Dieser wirkt stoßdämpfend, überträgt die einwirkende Kraft gleichmäßig auf den Knochen 
und setzt durch seine glatte Oberfläche, zusammen mit der Synovial-flüssigkeit, die Reibung 
stark herab (NICKEL et al. 1992). So ist der Wert des Reibungskoeffizienten nur etwa 1/5 
dessen, von Eis auf Eis (RUDERT und WIRTH 1998). Aufgrund dieses geringen Gleitwider-
standes wird der Knorpel vorwiegend axial beansprucht. Bei kurz andauerndem Druck 
kommt es zu einer elastischen Verformung. Bei länger andauernder Belastung zu einer 
reversiblen Verdrängung des an GAGs gebundenen Wassers aus dem Knorpelgewebe, 
ähnlich dem Ausdrücken eines Schwammes. Bei Entlastung wird die verdrängte Flüssigkeit 
wieder aufgenommen und mit ihr auch Nährstoffe zur Knorpelversorgung. Eine wechselnde 
Be- und Entlastung ist daher wichtig für die Ernährung des Knorpelgewebes. Neben der 
Schockabsorption werden axiale Belastungen zusätzlich durch die arkadenartig angeordne-
ten Fasern auf die Gelenkränder übertragen bzw. verteilt (SCHAGEMANN 2003). Durch 
diesen Dämpfungs- und Verteilungsmechanismus wird der subchondrale, weitaus sprödere 
Knochen geschützt.  
2.1.3 Knorpeldefekte und natürliche Heilung 
Entstehung von Knorpeldefekten und Pathogenese der Osteoarthrose (OA) 
Knorpeldefekte können nach ihrer Ätiologie unterteilt werden: 
1) akut traumatisch  
2) chronisch degenerativ 
Während die akut traumatischen Knorpelschäden meist fokal begrenzt sind und keine struk-
turellen Veränderungen des umliegenden Gewebes aufweisen, sind die degenerativen Er-
krankungen oft diffus verteilt und die Knorpelzusammensetzung verändert. Knorpeltraumata 
werden hauptsächlich durch Anpralltraumen und Distorsionsverletzungen verursacht und 
stehen damit häufig in Verbindung mit einem komplexen Gelenkbinnenschaden, dem dann 
eine OA folgen kann.  
Rein degenerativen Knorpelerkrankungen hingegen liegt nach heutigem Wissensstand eine 
Inbalance des katabolen zum anabolen Stoffwechsel zugrunde. Der dominierende Abbau-
prozess, beginnend mit einem Proteoglykanverluste der EZM und Auflockerung des kollage-
nen Netzwerks (BUCKWALTER und MANKIN 1998a), gefolgt von Zellmetaplasie und 
-verlust (HUNZIKER 2002), führt zusätzlich zu wiederkehrenden Entzündungsreaktionen und 
setzt somit die mechanische Belastbarkeit des Knorpelgewebes herab (FRITZ et al. 2006). 
Die Folge sind kleine Fissuren in der Oberfläche der Knorpelmatrix. Durch diese Zerstörung 
des chondralen Gewebes werden Enzyme freigesetzt. Diese, überwiegend Proteasen und 
Kinine, bauen zusätzlich Knorpelgewebe ab und verstärken die Entzündungsreaktion. Durch 
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die Inflammation wird die Ernährung des Knorpels verschlechtert. Der Knorpelabbauprozess 
verstärkt sich bis hin zur völligen Freilegung des subchondralen Knochens (LEICHT 2007). 
Klassifikation  
Es gibt verschiedene Systeme zur Einteilung der Knorpeldefekte. In der Humanmedizin hat 
sich überwiegend die Klassifizierung nach Outerbridge in fünf Schweregrade durchgesetzt, 
die ursprünglich zur Analyse der Chondromalazie der Patella entwickelt wurde. Hierbei wird 
die Oberfläche des Knorpels arthroskopisch mit einem Tasthacken abgefahren und so eine 
vorliegende Schädigung diagnostiziert (OUTERBRIDGE 1961; BRITTBERG und WINALSKI 
2003; HABERHAUER 2008). 2003 wurde diese Klassifikation durch die International Cartila-
ge Research Society (ICRS) erweitert, welche nun als internationale Standardklassifikation 
der Humanmedizin angesehen werden kann (BRITTBERG und WINALSKI 2003). Während 
Outerbridge nur in vier Klassen unterteilt, geht die Klassifikation durch die ICRS genauer auf 
die Defekttiefe ein. In Tab. 2-2 sind die beiden Bewertungssysteme im Überblick dargestellt, 
in der Abb.2-3 ist die Klassifizierung nach ICRS graphisch abgebildet: 
 
Tabelle 2-2:  Gegenüberstellung der Klassifikation nach Outerbridge mit der, durch 
die ICRS Erweiterten. 
 
Outerbridge ICRS ICRS-Beschreibung 
 Grad  
 0 Normaler Knorpel, keine Veränderungen 
1 1a Erweichung und Schwellung bei intakter Oberfläche 
 1b Oberflächliche Fissuren / Risse 
2 2 Läsionen mit ≤ 50 % Tiefe 
3 3a Läsionen mit ≥ 50 % Tiefe, nicht bis zur kalzifizierten Schicht 
 3b Läsionen mit ≥ 50 % Tiefe, bis zur kalzifizierten Schicht 
 3c Läsionen mit ≥ 50 % Tiefe, bis zur subchondralen Platte 
 3d Läsionen mit ≥ 50 % Tiefe, mit Blasenbildung 
4 4 Vollständige Läsion mit Durchbruch der subchondralen Platte 
 





Abbildung 2-3: Darstellung Outerbridge Klassifizierung nach Modifizierung durch die  
ICRS (BRITTBERG und WINALSKI 2003). 
 
Diese Einteilung kann auch in der Veterinärmedizin angewandt werden. Als hinderlich ist 
allerdings die teilweise mangelnde arthroskopische Einsicht auf Gelenkflächen zu berück-
sichtigen.  
Die Klassifikation nach Noyes analysiert den Gelenkknorpel anhand von vier separat be-
trachteten Variablen: der Beschreibung der Gelenkoberfläche, der Ausdehnung und Tiefe 
der Läsion, ihr Durchmesser und ihre Lokalisation (NOYES und STABLER 1989). Diese 
Einteilung hat den Nachteil, dass sie rein subjektiv ist und daher schlecht für objektive Ver-
gleiche herangezogen werden kann.  
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Ein weiteres Einteilungssystem ist das nach Bauer und Jackson, bei dem das Rißmuster des 
Defekts beschrieben wird, dargestellt in Tab.2-3 (BAUER und JACKSON 1988; BOBIC 
1999). 
 
Tabelle 2-3:   Klassifikation nach Bauer und Jackson (BAUER und JACKSON 1988). 
 
Typ I linearer Riß 
Typ II sternförmiger Riß 
Typ III Lappen 
Typ IV Ulkus 
Typ V Auffasserung 
Typ VI Zerfallend 
 
Im klinischen Gebrauch, vor allem in der Pferdepraxis, wird meist nur in chondrale, partielle 
(Partial Thickness) und osteochondrale, vollschichtige (Full Thickness) Defekte unterschie-
den (RUDERT und WIRTH 1998; FRISBIE 2006b). Unter chondralen Schäden versteht man 
einen Defekt, der sich auf die oberflächlichen Knorpelschichten beschränkt. Der subchondra-
le Knochen ist dabei noch mit Knorpel bedeckt. Die Defektkanten runden sich mit der Zeit ab, 
und der Defekt selbst bleibt leer oder wird mit Faserknorpel aufgefüllt. Dieser ist aber in 
seinen funktionellen Eigenschaften dem ursprünglichen hyalinen Knorpel unterlegen und 
wird mit der Zeit wieder abgetragen. Obwohl oberflächliche Defekte kaum eine echte Hei-
lungstendenz zeigen, sind sie klinisch häufig unauffällig und ohne weiteren degenerativen 
Verlauf. Bei Full Thickness Defekten liegt der subchondrale Knochen frei. Da dieser gut 
innerviert und vaskularisiert ist, kommt es neben starken Schmerzen meist zur Einblutung in 
den Defekt und damit zum Einschwemmen von Wachstumsfaktoren (WF) und reparativ 
aktiven Zellen. Trotz dieses Reparationsvorganges und auch teilweise hergestelltem hyali-
nartigen Knorpel, treten häufig degenerative Veränderungen bis hin zu Arthrosen auf 
(RUDERT und WIRTH 1998). 
Natürliche Knorpelheilung 
Die natürliche Heilung von Knorpelläsionen ist nur sehr begrenzt möglich. Dies ist darauf 
zurückzuführen, dass ausgereifte Chondrozyten kaum noch mitotisch aktiv sind und zerstörte 
Zellen gar nicht oder nur sehr langsam wieder ersetzt werden (MINAS und NEHRER 1997). 
Auch die Syntheserate für Kollagen und Proteoglykane ist zu niedrig, um großflächige Defek-
te wieder aufzufüllen. Handelt es sich um einen osteochondralen Defekt, so bildet sich zu-
nächst ein Blut-Fibrinpfropf, angereichert mit zahlreichen WF (HUNZIKER 2002). Dieser 
findet allerdings nur an knöchernen, nicht an knorpeligen Strukturen Halt (HUNZIKER 
1999a). Innerhalb von zwei Tagen wandern mesenchymale Vorläuferzellen aus dem sub-
chondralen Knochen in dieses Gerinnsel ein und unterstützen die Heilung (MCILWRAITH 




und VACHON 1988). Bereits nach einer Woche ist das Fibringerinnsel nahezu resorbiert und 
der Defekt mit mesenchymalen Stammzellen besiedelt. Nach zwei Wochen können rundli-
che, Kol II produzierende Chondrozyten nachgewiesen werden. Allerdings bleibt der Anteil 
an Kollagenfasern von Typ I unphysiologisch hoch bei 20-35 %. Der Gehalt an Proteoglyka-
nen ist weit niedriger als im gesunden Knorpel, und eine strukturierte Tangentialschicht wird 
nicht gebildet. Außerdem verbinden sich die Kollagenfasern des Reparationsgewebe nicht 
oder nur unzureichend mit dem umliegenden gesunden Knorpel (IMHOFF et al. 1999). Acht 
Wochen nach Defektentstehung ähnelt das Reparationsgewebe hyalinem Knorpel. Nach 
24 Wochen ist der Übergang zum gesunden Knorpel stufenlos. Ein weiteres Phänomen ist 
der „Matrix Flow“. Hierbei wölben sich die Ränder des Defektes lippenartig auf und schieben 
sich dann Richtung Läsionsmittelpunkt (HURTIG et al. 1988). Dieses Phänomen wird bei 
Pferden, besonders bei Defekten mit Durchmessern kleiner 9 mm, beobachtet (SAMS und 
NIXON 1995). Anzeichen degenerativer Prozesse, wie unregelmäßige Oberfläche und Ris-
se, werden nach ungefähr 48 Wochen sichtbar (HUNZIKER 1999a). Wichtige Einflussfakto-
ren auf den Heilungsprozess sind neben der Tiefe auch die Größe und Lage des Defektes, 
sowie das Alter des Tieres. HURTIG et al. konnten 1988 in einer Studie am Pferd zeigen, 
dass kleine Defekte, hier 5 mm², bereits nach einem Monat aufgefüllt und nach fünf Monaten 
kaum noch zu erkennen waren. Große Läsionen von 15 mm² Fläche zeigten zu Beginn einen 
vielversprechenden Heilungsansatz. Nach fünf Monaten hatte sich jedoch eine persistieren-
de Lücke im Knorpel an der ursprünglichen Defektstelle gebildet (HURTIG et al. 1988). Eine 
mögliche Erklärung ist, dass das gebildete Ersatzgewebe innerhalb einiger Monate in Faser-
knorpel umgebaut wird. Dieser ist der Scherbeanspruchung nicht gewachsen und wird wie-
der abgetragen (IMHOFF et al. 1999). Liegt der Defekt in einer stark gewichtsbelasteten 
Gelenksregion, so geht die Heilung langsamer und unzureichender vonstatten als auf unbe-
lasteten Flächen. Einfluss auf die Reparationskapazität hat zudem das Alter des Tieres. Ist 
das Pferd noch im Wachstum, so sind die Chondrozyten mitotisch aktiv. Durch noch vorhan-
dene Gefäße im juvenilen Knorpel ist zusätzlich eine bessere Versorgung gewährleistet. 
2.2 Therapie osteochondraler Knorpeldefekte des Pferdes 
2.2.1 Medikamentöse Behandlung  
Zur besseren Übersicht wird die Behandlung von Knorpeldefekten in medikamentös und 
chirurgisch unterteilt. Anwendung finden sie meist in Kombination.  
Die medikamentöse Behandlung von Knorpeldefekten, bzw. Gelenkerkrankungen hat zwei 
Hauptziele. Zum einen sollen Schmerzen gelindert und zum anderen die vorliegende Ent-
zündung gestoppt werden, um einen degenerativen Prozess aufzuhalten oder zumindest zu 
mildern (FRITZ et al. 2008). Neben den stark umstrittenen, sogenannten Chondroprotektiva, 
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wie Glucosaminen und Chondroitinen (LEICHT 2007), sind folgende Wirkgruppen derzeit im 
Einsatz: 
 
Nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID) 
NSAIDs hemmen den Arachidonsäureweg, indem sie die Cyclooxigenase (COX) irreversibel 
acetylieren und so eine analgetische, antipyretische und entzündungshemmende Wirkung 
entfalten. Die COX ist für den Umbau der Arachidonsäure in Prostaglandine und Tromboxa-
ne verantwortlich (HIGGINS und LEES 1984) und induziert dadurch Entzündungsreaktionen 
(GOODRICH und NIXON 2006). Mit der Erkenntnis, dass es zwei Isoformen der COX gibt 
(COX 1 und COX 2) war es möglich, die NSAIDs effektiver zu machen und Nebenwirkungen 
zu verringern. COX 1 regelt Prostaglandine, die für physiologische Vorgänge im Ma-
gen-Darm-Trakt, der Nierenfunktion und der Hormonzirkulation zuständig sind, wohingegen 
COX 2 verantwortlich für alle Entzündungsreaktionen (MEADE et al. 1993) ist. 
Das in der Pferdemedizin am häufigsten angewandte NSAID ist Phenylbutazon. Es wird in 
der Leber metabolisiert und über die Niere ausgeschieden. Bei der oralen Applikation wird 
der Blutspiegelpeak bei fastenden Pferden bereits nach 6 h erreicht, ohne Karenz erst nach 
13 h. Ein weiteres wichtiges NSAID ist das Flunixin. Es zeichnet sich durch schnellen Wirk-
eintritt und kurze Halbwertszeit aus. Mit dem Wirkstoff Firocoxib ist seit kurzem auch ein 
COX 2 selektives NSAID für Pferde zugelassen. 
Nichtsteroidale Antiphlogistika werden gerne zur Behandlung akuter Gelenkentzündungen 
eingesetzt, da sich ihre antiinflammatorische Wirkung vor allem auf das Weichteilgewebe 
bezieht (SHORT und BEADLE 1978); von einer Langzeitbehandlung ist aber aufgrund der 
Nebenwirkungen an Niere und Gastrointestinaltrakt abzuraten. 
 
Kortikosteroide 
Anders als die systemisch verabreichten NSAISs werden Kortikosteroide direkt in das Ge-
lenk appliziert. Ihr Einsatz wird seit längerem kontrovers diskutiert. Dabei steht das Nutzen-
Risiko-Verhältnis im Mittelpunkt. Studien haben gezeigt, dass die Applikation von Steroiden 
einen negativen Effekt auf den Stoffwechsel des gesunden Gelenkknorpels haben kann 
(DOYLE et al. 2005). Es scheint allerdings, dass diese Auswirkung bei schon entzündlich 
veränderten Gelenken nicht auftritt (FRISBIE 2006a). Der Wirkmechanismus der Kortikoste-
roide greift wie die NSAIDs am Arachidonsäureweg an, allerdings eine Stufe höher. So wird 
hier die Phospholipase A2 und damit die Arachidonsäurebildung gehemmt (MCILWRAITH 
und VACHON 1988). Den besten Effekt erreicht man derzeit mit Triamzinolon (6-18 mg pro 
Gelenk), wobei die Höchstgabe von 18 mg pro Pferd nicht überschritten werden sollte. Mit-
telpunkt neuerer Studien ist auch eine Applikation von niedrig dosierten Kortikosteroiden, da 
selbst eine 10-fach niedrigere Dosierung dieselbe Wirkung gezeigt hat (MCILWRAITH und 




VACHON 1988). Diese Theorie bestätigte sich allerdings bei in vitro Untersuchungen bisher 
nicht  (DOYLE et al. 2005). Sehr häufig ist auch eine Kombination von Steroiden mit Hyalu-
ronsäure. Die klinischen Erfahrungen mit Hyaluron sind sehr gut, obwohl es kaum wissen-
schaftliche Arbeiten gibt, die einen positiven Effekt bestätigen. Ebenfalls Uneinigkeit besteht 




Wie bereits beschrieben, ist Hyaluronsäure ein natürlicher Bestandteil des Aggre-
kan-Aggregates. Die Applikation kann lokal (i.a), systemisch (i.v., i.m.) oder oral erfolgen. 
Ihre Wirkung ist allgemein umstritten; es scheint eine Korrelation sowohl zwischen Konzent-
ration und Wirkung, als auch zum Molekulargewicht zu geben. Der genaue Wirkmechanis-
mus ist noch nicht bekannt. Es liegen aber Hinweise auf einen entzündungshemmenden 
Effekt vor. Vermutlich werden diese durch Unterdrückung von Chemotaxis und Hemmung 
der Phagozytose durch Granulozyten erwirkt. Auch eine Reduktion der lymphozytären Ab-
wehrreaktion wird als möglich erachtet (FORRESTER und BALAZS 1980; GOODRICH und 
NIXON 2006). Eine weitere wissenschaftliche Hypothese besagt, dass durch die Applikation 
von exogener Hyaluronsäure die Synoviozyten zur Synthese endogener, hochmolekularer 
Hyaluronsäure angeregt werden (SMITH und GHOSH 1987). Laut neuer wissenschaftlicher 
Ergebnisse sollte das Molekulargewicht der verwendeten Säure 500 kDa nicht unterschrei-
ten, da sonst kaum ein Effekt erreicht wird. 
 
Polysulfatierte Polysaccharide 
Diese umfassen polysulfatierte GAGs (psGAGs), GAG-Komplexe und Pentosan Polysulfa-
te (PPS). Sie besitzen einen knorpelprotektiven Effekt, indem sie Schlüsselenzyme der 
osteoarthritischen Entzündungskaskade hemmen. Allerdings sind Studien zu diesem Wirk-
stoff nicht standardisiert und somit schlecht vergleichbar. Der genaue Wirkmechanismus ist 
nicht geklärt (MCILWRAITH und TROTTER 1996). Ein Nachteil der psGAGs ist die reduktive 
Wirkung auf den endogenen Heilprozess. Aus diesem Grund sollten sie nur bei chondralen 
und nicht bei osteochondralen Defekten Anwendung finden (KAWCAK et al. 1997). Bei einer 
i.a. Applikation von psGAG ist besondere Vorsicht geboten, da die Minimalanzahl an Bakte-
rien, die zu einer Gelenksinfektion führt, stark herabgesetzt wird. PPS werden vor allem bei 
milden oder frühen Osteoarthrosen angewendet, da sie die Knorpelauffaserung mindern. 
Ihre Applikation findet i.m. oder i.a. statt (FRISBIE 2006a). 
2.2.2 Chirurgische Behandlung 
Bei der chirurgischen Therapie sind zwei Grundprinzipien zu unterscheiden, zum einen die 
Reparatur durch endogene Komponenten, und zum anderen das Einbringen von Transplan-
Literaturübersicht  2 
13 
 
taten als geeignetes Knorpelersatzgewebe. Beiden Varianten geht ein Debridement des 
Defekts voraus. Hierbei handelt es sich um eine mechanische Knorpelglättung, bei der der 
gesamte veränderte Knorpel, sowie alle losen Knorpelanteile bis in den gesunden Bereich 
entweder mit einem scharfen Löffel oder laserchirurgisch entfernt werden (RUDERT und 
WIRTH 1998; FRISBIE 2006a). Liegt im Defekt eine kalzifizierte Oberfläche vor, so muss 
diese ebenfalls entfernt werden (STEADMAN et al. 1999). 
Endogene Wiederherstellung 
Endogene Therapie bedeutet hier, durch Eröffnung des subchondralen Knochenmarkes 
körpereigene, pluripotente Zellen zu mobilisieren, die dann eine Heilung des Knorpeldefekts 
induzieren. Von besonderer Bedeutung sind neben den mesenchymalen Stammzellen ver-
schiedene WF, z.B. Insulin-Growth-Factor (IGF) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) (FRISBIE 
2006a). Durch ihre stimulierende Wirkung auf Chondrozyten zur Matrixproduktion unterstüt-
zen sie eine schnellere und qualitativ höherwertige Defektheilung (TRIPPEL 1995). Bei den 
behandelten Patienten stellen sich überwiegend eine Schmerzreduktion sowie eine verbes-
serte Gelenkfunktion ein. In den letzten Jahren haben sich zwei Methoden etabliert, die 
Pridie-Bohrung und die Mikrofrakturierung. Diese werden vorrangig bei kleineren fokalen 
Defekten sowie bei jugendlichen Patienten eingesetzt (STEINERT et al. 2007). 
 
Pridie-Bohrung 
Dieses Verfahren wurde von Pridie für humane Knieknorpeldefekte im Jahr 1959 entwickelt. 
Es wurde zunächst am offenen Gelenk praktiziert, wird aber heute arthroskopisch angewandt 
(RUDERT und WIRTH 1998). Dabei werden im Defekt mehrere Kanäle vertikal zur Knorpel-
oberfläche in den subchondralen Knochen gebohrt und so der Markraum eröffnet (MULLER 
und KOHN 1999).  
 
Abbildung 2-4: Bohrung nach Pridie (RUDERT und WIRTH 1998). 
   Eröffnung des subchondralen Markraumes durch Bohrkanäle  
 




Während diese Methode beim Menschen weit verbreitet ist, ist sie beim Pferd umstritten. 
Kritiker argumentieren mit teilweise auftretender Zystenbildung; auch von Hitzenekrosen 
nach dem Bohrvorgang (FRISBIE 2006a) wurde berichtet. Selbst bei komplikationslos 




Das Prinzip der Mikrofrakturierung unterscheidet sich insofern von dem der Pridie-Bohrung, 
dass statt der tiefen Kanäle nur sehr kleine Löcher mit einer Ahle geschlagen werden. Der 
Vorteil hierbei liegt darin, dass die Gelenkfläche weniger instabilisiert wird. Der Gelenkknor-
pel sowie das sich bildende Ersatzgewebe werden durch die gesetzten Vertiefungen besser 
im subchondralen Knochen verankert, und es kommt nicht zu Nekrosen durch Bohrhitze. Die 
Löcher werden ca. im Abstand von 3-4 mm in den Knochen geschlagen, da sie so weit ge-
nug auseinander liegen um nicht ineinander einzubrechen. Die richtige Tiefe von ca. 4 mm 
ist erreicht, wenn Fettaugen und Blut aus dem Knochenmark sichtbar werden (STEADMAN 
et al. 1999; CANCEDDA et al. 2003). Es wird immer am Defektrand begonnen und sich dann 
Richtung Zentrum vorgearbeitet. Ziel ist es, wie auch bei der Pridie-Bohrung, ein Gerinnsel 
aus Knochenmarksanteilen im Defekt zu erhalten, das dann in hyalinähnlichen Knorpel 
umgebaut wird. Im Tierexperiment konnte nach Behandlung mit dieser Methode eine Erhö-
hung des Kol II im Ersatzgewebe festgestellt werden. Langzeitergebnisse stehen allerdings 
noch aus (FRISBIE 2006a). 
 
 
Abbildung 2-5:  Mikrofrakturierung (RUDERT und WIRTH 1998). 
Mit einer Ahle werden kleine Löcher in den subchondralen Knochen geschla-
gen, um den Markraum zu eröffnen  
Transplantate 
Für Knorpeldefektbehandlungen mithilfe von Transplantaten stehen zwei Grundkonzepte zur 
Auswahl. Zum einen der Ersatz auf Gewebebasis, wie beispielsweise das Osteochondrale, 
Periostale, Perichondrale oder das zellfreie autologe matrixinduzierte Chondrogenese-
Transplantat (AMIC), zum anderen das zellbasierte Transplantat, entweder als Suspension 
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oder in Verbindung mit einer Matrix (HUNZIKER 1999a). Der zunächst exogene Gewebser-
satz soll nach Implantation in hyalinartigen Knorpel umgebaut werden. Der Defekt selbst wird 
vor Befüllung mit dem Transplantat einem Debridement unterzogen. 
 
Osteochondrales Transplantat 
Bei dieser Methode, die derzeit die einzige Technik darstellt, reinen hyalinen Knorpel zur 
Verfügung zu stellen (BOBIC 1999; CANCEDDA et al. 2003), wird ein Knorpel-Knochen-
Zylinder aus einem nur gering belasteten Gelenkareal (Low Weight Bearing Area) ausge-
stanzt und in den zuvor debridementierten Defekt eingebracht. Wichtig ist bei der Gewinnung 
des Zylinders, dass dessen Durchmesser 1 mm größer gewählt wird, als der des Defekts. 
Bei der Fixierung des Transplantats in den Defekt wird die Press-Fit-Technik angewandt. 
Das Autograft muss genau mit den angrenzenden Knorpelschultern abschließen, um die 
natürliche Gelenksbewegung nicht zu stören (IMHOFF et al. 1999). Die durch Ausstanzung 
des Transplantats neu gesetzten Defekte können mit Spongiosa aus dem Defektdebride-
ment befüllt werden. Ein großer Vorteil dieses Verfahrens, das 1972 erstmalig von WAGNER 
beim Menschen beschrieben wurde (WAGNER 1972; RUDERT und WIRTH 1998), ist die 
autologe Arbeitsweise. Krankheitsübertragung und immunologische Reaktionen gegen das 
Transplantat spielen keine Rolle, und ein nur einmaliger operativer Eingriff ist nötig. Nachtei-
lig demgegenüber steht das Setzen eines neuen Defektes in einer zuvor intakten Knorpelflä-




Abbildung°2-6: Osteochondrales Transplantat (RUDERT und WIRTH 1998). 
Der Defekt wird mit einem osteochondralen Zylinder gefüllt, der aus einem in-
takte, nicht Last tragenden Areal gewonnen wird  
 
Periostales/Perichondrales Transplantat 
Hierbei wird der Defekt mit Knochenhaut gefüllt, die zuvor von der Tibiaoberfläche gewonnen 
wurde. Die Idee ist es, proliferationsfähiges Ersatzmaterial vor Ort zu haben, welches im 
Anschluss an die OP die Läsion mit hyalinartigem Knorpelersatzgewebe ausfüllt. Die 
chondrogene Potenz des Periost wurde erstmalig 1933 von Ham beschrieben (HAM 1930; 




BRUNS und STEINHAGEN 1999). Man geht davon aus, dass sich in der bindegewebigen 
Knochenhaut Zellen befinden, die eine Übergangsform von Fibro- zu Chondroblasten dar-
stellen (O'DRISCOLL 1999). Diese sind bereits weiter differenziert als Stammzellen, jedoch 
noch nicht ausdifferenziert. Um diese Blasten zu Chondrozyten werden zu lassen, ist eine 
physikomechanische Stimulierung nötig. Allerdings sind bei dieser Behandlungsmethode 
noch einige Fragen offen, beispielsweise welche Transplantatseite dem Defekt zugewandt 
werden sollte, oder ob ein Gefäßstil unterstützend auf das transplantierte Gewebe wirkt. 
Entsprechend der Knochenhaut kann auch Knorpelhaut (Perichondrium) verwendet werden, 
welche von der Rippenoberfläche gewonnen wird. Bisher gibt es keine Bevorzugung einer 
der beiden Gewebearten. Ein Nachteil dieser Methode ist die teilweise auftretende Ossifika-
tion im Ersatzknorpel (IMHOFF et al. 1999). 
 
Autologe matrixinduzierte Chondrogenese (AMIC) 
Bei dieser Behandlungsart wird nach Debridement und Mikrofrakturierung des Defektes eine 
zellfreie Kollagenmembran in den Defekt eingebracht. Diese fixiert aus dem Knochenmark 
austretende Stammzellen und Blut in der Läsion und unterstützt so eine Bildung von Faser-
knorpel. Angewandt wird diese Methode in der Humanmedizin vorrangig bei jungen Patien-
ten mit bereits vorhandener Arthrose (STEINWACHS et al. 2008). GILLE et al. konnten 
bereits gute mittelfristige Ergebnisse vorweisen. Neben der einfachen Handhabung, sind als 
Vorteile auch zu sehen, dass es nur einen Eingriff braucht um das Transplantat einzusetzen 
und keine neuen Defekte in intakten Flächen geschaffen werden müssen (GILLE et al. 
2010). 
 
Autologe Chondrozyten Transplantation (ACT) 
Bei dieser Methode wird der Knorpeldefekt mit autologen Knorpelzellen befüllt und einem 
Periostlappen verschlossen. Obwohl die in vitro Kultivierung von Chondrozyten schon seit 
den sechziger Jahren bekannt war (MANNING und BONNER, Jr. 1967), rückte die klinische 
Anwendung erst 1994, nach der Veröffentlichung einer Studie von BRITTBERG et al., in den 
Fokus des allgemeinen Interesses. Das Knorpelgewebe wird zunächst mit Hilfe eines 
arthroskopischen Bioptates entnommen (HÄUPL et al. 2003) und enzymatisch verdaut. 
Anschließend kultiviert und vermehrt man die isolierten Chondrozyten im Labor 
(BRITTBERG et al. 1994). Ziel ist es, dass die anschließend wieder implantierten Knorpelzel-
len EZM synthetisieren und so den Defekt mit hyalinem, bzw. hyalinähnlichem Knorpelgewe-
be füllen. Diese Methode wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen weiterentwickelt, indem 
Biomaterialien gewählt bzw. entwickelt wurden, welche als Trägersubstanzen für die Zellen 
fungieren. Die Gesamtheit aus Biomaterial und Zellen bezeichnet man als Matrix-
assoziiertes Chondrozytentransplantat (MACT). Hier liegt nun auch das Hauptaugenmerk 
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der weiteren Forschung. Momentan sind klinisch vor allem Kollagengele im Einsatz. Auf die 
einzelnen Trägermaterialien (engl. Scaffold) wird im Abschnitt 2.3 näher eingegangen. 
 
 
Abbildung 2-7: Autologe Chondrozyten Transplantat ACT (RUDERT und WIRTH 1998). 
Der Defekt wird mit einem Periostlappen abgedichtet, unter den anschließend 
eine Knorpelzellsuspension gebracht wird  
 
In der Humanmedizin gilt die in Tab.2-4 dargestellte Indikationsempfehlung der verschiede-
nen chirurgischen Methoden (BEHRENS et al. 2004): 
 
Tabelle 2-4: Behandlungsempfehlung für osteochondrale Defekte im Gelenkknorpel 
nach Behrens (BEHRENS et al. 2004) 
 
 Endogene Therapie Osteochondrales 
Transplantat 
ACT/MACT 
Kinder, Jugendliche +++ - - 
Defekte 1-2 cm² +++ ++ - 
Defekte 1-4 cm² + +++ ++ 
Defekte 3-14 cm² - + +++ 
 




Weitere Ansätze zur Behandlung osteochondraler Defekte 
 
Mesenchymale Stammzellen (MSC) 
MSC sind Vorläuferzellen, die sich noch zu verschiedenen Zellen, wie beispielweise zu 
Adipozyten, Osteoblasten oder Chondrozyten, ausdifferenzieren können (FORTIER et al. 
1998b; STEINERT et al. 2007). Sie sind leichter zu gewinnen als Knorpelzellen, da sie im 
Knochenmark, dem Periost und in sehr geringer Dichte auch im Vollblut vorkommen 
(FORTIER 2005). Ihre Proliferationskapazität ist sehr hoch. Ob überhaupt und wann eine 
Seneszenz eintritt, gibt es abweichende Angaben (CANCEDDA et al. 2003; FORTIER 2005). 
Aufgrund der hohen Teilungskapazität hat man begonnen, diese zu isolieren und zu kultivie-
ren (BRITTBERG et al. 1994; MESSNER 1999). Nach der Vermehrung werden sie im Labor 
chondrogen vordifferenziert und , ebenso wie Chondrozyten in Zellträger eingebettet, um 
später in den Defekt eingebracht zu werden und dort die Knorpelheilung zu verbessern. Der 
Hauptansatzpunkt der weiteren Forschung in diesem Bereich liegt in der Optimierung der 
chondrogenen Differenzierung.  
 
Wachstumsfaktoren (WF) und Gentherapie 
WF sind kleine Proteine, die dem Informationsaustausch dienen, indem sie parakrin von 
einer auf die andere Zelle übertragen werden. Ihre Wirkungsmechanismen sind sehr kom-
plex und noch nicht vollständig aufgeklärt (GAISSMAIER et al. 2008a; MAZZUCCO et al. 
2010). In den letzten Jahren sind WF zunehmend unter dem Aspekt untersucht worden, sie 
auch therapeutisch einzusetzen. Die Transforming Growth Factor-ß (TGF-ß) Superfamilie 
beispielweise ist eng verbunden mit der Knorpel- und Knochenbildung. Zu ihren wichtigsten 
Vertretern gehören neben TGF-ß 1, 3 auch das Bone Morphologic Protein (BMP). Allen 
Mitgliedern dieser Superfamilie ist die Stimulierung der Differenzierung von Vorläuferzellen 
zu matrixbildenden Chondrozyten gemein (MARX et al. 1998). Neben ihrer mitogenen Wir-
kung auf Chondrozyten (TANAKA et al. 2008) regulieren sie in der Frühphase auch die 
Entzündungsreaktion (HÄUPL et al. 2003). Während GUERNE et al. eine Steigerung der 
Matrixsynthese nachweisen konnten (GUERNE et al. 1994), stellten POSEVER et al. eine 
Abnahme der Proteoglykansynthese am Knorpelexplantat durch TGF-ß1 fest (POSEVER et 
al. 1995; TANAKA et al. 2008). Eine chondroprotektive Wirkung wurde im Zusammenspiel 
mit dem Tissue Inhibitor der Metalloproteinase-1 (TIMP-1) gezeigt (HUI et al. 2003). In einer 
Vergleichsstudie zwischen BMP-2 und TGF-ß1 konnte dargestellt werden, dass beide Fakto-
ren eine Steigerung der Proteoglykansynthese bewirkten, die sich bei TGF-ß1 länger andau-
ernd zeigte (VAN BEUNINGEN et al. 1998). 
Weitere wichtige Faktoren sind die Insulin-Like Growth Factors (IGF-1, IGF-2). Diese wirken 
ebenfalls mitogen und Matrixsynthese steigernd, sowie fördernd bei der Differenzierung zu 
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adulten Chondrozyten (HENSON et al. 1997; FORTIER et al. 2002). Durch diese Eigen-
schaften unterstützen sie den begrenzten natürlichen Reparationsmechanismus des Knor-
pelgewebes (TRIPPEL 1995; FORTIER et al. 2001; HUNZIKER 2001). Es konnte am Pfer-
demodell bereits gezeigt werden, dass Ersatzknorpel, bei dem das spontane Blutgerinsel im 
Defekt mit IGF angereichert wurde, dem spontanen Ersatzgewebe qualitativ überlegen ist. 
Außerdem zeigte sich ein entzündungshemmender Einfluss auf das umgebende Gewebe 
(SCHMIDT et al. 2006). Als ebenfalls proliferationsfördernd und Proteoglykansynthese stei-
gernd ist der Platelet-Deriverd Growth Factor (PDGF) zu nennen. Da sich WF gegenseitig 
beeinflussen, ist für einen optimalen therapeutischen Einsatz eine noch genauere Erfor-
schung der komplexen Wirkmechanismen erforderlich (SHI et al. 2009).  
 
Das Prinzip der Gentherapie besteht darin, ein gewünschtes Gen in die gewählten Zielzellen 
einzubringen, um dann vor Ort die Synthese bestimmter Proteine, hier WF, zu induzieren. 
Die Einschleusung dieser Gene erfolgt über Transfektion. Das bedeutet, dass Viren mit dem  
gewünschten Gen injiziert werden, welche dann die Zielzelle mit ihrer DNA infizieren 
(RUDERT und WIRTH 1998; MORISSET et al. 2007). Berücksichtigt werden muss bei dieser 
Therapieform neben der Auswahl Gene geeigneter WFs auch die Expressionsmenge. So 
konnte bereits gezeigt werden, dass eine zu hohe Freisetzung an TGF-ß1 eine schwere 
Gelenksfibrose auslösen kann. Zudem hemmt eine zu große Dichte an Adenoviren die 
chondrogene Differenzierung von MSC (STEINERT et al. 2007). Momentan muss die Gen-
therapie noch als experimentell angesehen werden. 
2.3 Trägermatrizes für Knorpelzelltransplantate 
2.3.1 Allgemeine Anforderungen 
Die Fixierung von in Suspension vorliegenden Knorpelzellen im Defekt hat sich trotz Abde-
ckung mit einem periostalen Flap als schwierig erwiesen (HÄUPL et al. 2003). Daher wurde 
begonnen, nach geeigneten dreidimensionalen Trägermaterialien zu suchen (GIGANTE et 
al. 2003; MARCACCI et al. 2007). In diesen Matrizes können Chondrozyten bereits in vitro 
vorkultiviert werden und das entstandene Konstrukt dann als MACT in den Defekt eingesetzt 
werden. Die verwendeten Scaffolds zeigen sich in Bezug auf Differenzierung und Handha-
bung überlegen gegenüber der reinen Zellsuspension. Werden Knorpelzellen in Monolayer-
kultur vermehrt, so verlieren sie bereits innerhalb weniger Tage ihren knorpelspezifischen 
Phänotyp und weisen einen sogenannten fibroblastischen Typ auf (RUDERT et al. 1998; 
SCHAGEMANN 2003; AZ-ROMERO et al. 2005; GAISSMAIER et al. 2008b). Einer solchen 
Dedifferenzierung kann man durch 3-D-Kultivierung direkt in der Trägermatrix entgegenwir-
ken. Aöternativ kombiniert man eine Expansion in Monolayer mit anschließender Redifferen-
zierung in einer 3-D-Kulturmatrix (KURIWAKA et al. 2003). Darüber hinaus besteht mit 




wachsenden Erkenntnissen über die komplexen Vorgänge der Zellinteraktionen auch zu-
nehmend die Möglichkeit, Zellmetabolismus und Differenzierung durch geeignete Biomate-
rialien direkt oder im Zusammenspiel mit WF zu beeinflussen (STOOP 2008). Aber schon 
alleine die strukturelle Auffüllung des Defektes und die damit verbundene Brückenbildung 
des sich bildenden Reparationsgewebes verbessern die Chance auf spontane Heilung, da 
sich der „Critical Size“ Wert (= kritische Defektgröße) erhöht. Besonders günstig sind Trä-
germatrizes, die sich leicht von Blut und Blutzellen aus dem subchondralen Knochen infiltrie-
ren lassen (HUNZIKER 1999a). Um sich als Trägermatrix zu eignen, muss ein Material 
weitere Eigenschaften mitbringen: 
Zum einen muss es biologisch verträglich sein, um keine Entzündungsreaktion auszulösen, 
die dann zur Abstoßung des Implantates führen würde. Zum anderen sollte die Trägermatrix 
abbaubar sein und dabei keine toxischen Produkte freisetzen. Des Weiteren müssen sie ein 
Mindestmaß an Festigkeit, aber auch an Blastizität mitbringen und eine Anhaftung im Defekt 
ermöglichen sowie die Migration umliegender Knorpelzellen begünstigen (HUNZIKER 1999a; 
HUNZIKER 1999b; HABERHAUER et al. 2008; STOOP 2008; RAGHUNATH et al. 2009). In 
den letzten Jahren wurden von verschiedenen Forschungsgruppen unterschiedliche Materia-
lien untersucht, die von fibrillären Strukturen über poröse Schwämme bis hin zu Hydrogelen 
reichten. 
2.3.2 Synthetische Scaffolds 
Der Einsatz von synthetisch hergestellten Trägermatrizes ist seit den 90er Jahren weit ver-
breitet. Vor allem Kunststoffe auf der Basis von Milchsäure, sogenannte Polylactide, wurden 
bereits erfolgreich eingesetzt (STOOP 2008). Diese mit Chondrozyten besiedelten Trans-
plantate wiesen nach 20 Wochen in vitro Kultivierung einen hyalinähnlichen Charakter auf,  
bei gleichzeitig hoher mechanischer Belastbarkeit (MA und LANGER 1999). Der größte 
Vorteil synthetischer Trägermatrizes liegt neben ihrer anpassungsfähigen Form vor allem 
darin, dass die Gefahr einer Krankheitsübertragung im Gegensatz zu allo- oder xenogenen 
Transplantaten ausgeschlossen werden kann (STOOP 2008). Darüber hinaus ist die Abbau-
rate besser kontrollierbar (SHA'BAN et al. 2008). Als nachteilig muss der teilweise auftreten-
de, durch saure Abbauprodukte verursachte, pH-Abfall sowie entzündliche Abwehrreaktio-
nen des Organismus gegen das synthetische Material gewertet werden. Der Abbau selbst 
kann durch Hydrolyse, zellulärer oder enzymatischer Verstoffwechselung geschehen. 
 
Polylactide, Polyglykolsäure 
Diese beiden Polymere, die aus α-Hydroxypolyester aufgebaut sind, wurden ursprünglich als 
Nahtmaterial entwickelt. Bereits seit zwanzig Jahren werden sie auch auf den Einsatz im 
Knorpel TE untersucht und ständig weiterentwickelt (MA und LANGER 1999). In verschiede-
nen in vitro Arbeiten wurden ihre Vorausetzungen in Bezug auf Geometrie, mögliche Zell-
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dichten und Qualität des gebildeten Ersatzmaterials getestet. Obwohl die Anwendung im 
Tiermodell bereits durchgeführt wurde (HÄUPL et al. 2003), fand bisher keine Übertragung 
auf in situ Untersuchungen am Menschen statt. Der Grund hierfür dürfte neben ihrer niedri-
gen adhäsiven Eigenschaft und ihrer schlechten Integration in den Defekt vor allem in der 
schlechten Biokompatibilität liegen. Man weiß, dass durch Polylactide und Polyglykolsäuren 
Riesenzellen zur Abwehr aktiviert werden. Bei hydrolytischen Abbauprozessen entstehen 
zudem toxische Zwischenprodukte. Die genauen biochemischen Abläufe sind noch nicht 
analysiert, so dass es hier weiteren Forschungsansätze gibt (HUNZIKER 2002). In einer 
Studie von PERKA aus dem Jahr 2000, in der ein PLGA/Polydioxan Vlies als Trägerstruktur 
für Chondrozyten verwendet wurde, waren die Ergebnisse vielversprechend. Bereits nach 
vier Wochen waren die künstlich gesetzten Defekte im Kaninchenmodell mit weißem knor-
pelähnlichem Material gefüllt. Nach 12 Wochen, dem Ende der Studie, war eine Abgrenzung 
der Läsion zum umliegenden Knorpelgewebe nur noch schwer möglich. Auch die histologi-
schen Resultate zeigten eine deutliche Überlegenheit bezüglich der Knorpelqualität der 
behandelten Gelenke gegenüber der unbehandelten, bzw. mit Leervliesen behandelten 
Kontrollgruppen. Es wurde eine Entzündungsreaktion im Transplantat umgebenden Knorpel-
gewebe festgestellt, die zum Ende der Untersuchungen jedoch zurückgegangen war. Es gab 
keine daraus resultierenden Transplantatabstoßungen. Die relativ schwache Abwehrreaktion 
ist auf die geringe Materialmenge pro Gewebevolumen zurückzuführen, die dieses Polymer-
vlies aufgrund seiner Struktur mit sich bringt (PERKA et al. 2000). LIND et al. untersuchten 
2008 am Ziegenmodell ein PLGA-Fibrin kombiniertes Scaffold und konnten eine signifikant 
höhere Qualität des Reparationsgewebes gegenüber der Kontrollgruppe aufweisen. Aller-
dings ist diese Studie durch eine Laufzeit von vier Monaten auf die frühe Knorpelregenerati-
on begrenzt und kann keine Langzeitprognose geben (SAMS und NIXON 1995; LIND et al. 
2008). 
2.3.3 Natürliche Scaffolds 
Ein Vorteil der natürlichen, oft körpereigener Trägermaterialien ist es, dass die Abbauproduk-
te im Körper physiologisch vorkommende Stoffe sind und den Organismus nicht zusätzlich 
belasten. Ihre adhäsive Oberfläche erleichtert Zellen die Einwanderung und Ansiedlung und 
wirkt zudem zellaktivierend (STOOP 2008). Als nachteilig muss die aufwändige Gewinnung 




Bei Agarose handelt es sich um ein Polysaccharid, welches aus asiatischen Rotalgen ge-
wonnen wird. Da Knorpelzellen in 3-D Agarosekulturen ihr charakteristisches Verhalten 
beibehalten, wie beispielsweise die Synthese der EZM, ist diese Kultivierungsform aus der 




Knorpelforschung nicht mehr wegzudenken. In vitro Untersuchungen zur Grundlagenfor-
schung molekularbiochemischer Zusammenhänge, beispielsweise um Signalwege besser zu 
verstehen, wurden und werden noch immer häufig auf Agarosebasis gemacht. Da aber die 
Biokompatibilität dieser Matrix sehr gering ist, muss sie als uninteressant für den klinischen 
Einsatz eingestuft werden (STOOP 2008). Untersuchungen am Hasenmodell haben zudem 
gezeigt, dass die Spontanheilung eines mit einem zellfreien Agarosetransplantat gefüllten 
Knorpeldefekten sogar gehemmt wurde. Als Ursache dafür gilt eine starke Riesenzellreaktion 
als sehr wahrscheinlich. Interessanterweise wurde diese Abwehrreaktion durch die Bestü-
ckung des Transplantates mit allogenen Chondrozyten teilweise reduziert. Ein Einsatz am 
Menschen hat hier bisher nicht stattgefunden und ist auf Grund der niedrigen Biokompatibili-
tät auch in Zukunft nicht zu erwarten (HUNZIKER 2002). 
 
Alginate 
Alginate sind gallertartige Kohlehydrate, gewonnen aus braunen Algen. Sie unterstützen die 
Chondrogenese und erhalten, wenn sie zur dreidimensionalen Kultur verwendet werden, den 
chondrogenen Phänotypen der Knorpelzellen, wie auch ihre EZM-Synthese (SCHULZE et al. 
2000; YEN et al. 2008). Auch die chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen 
konnte bereits erfolgreich durchgeführt werden (SCHAGEMANN 2003). Allerdings brachten 
die bisher unternommenen in vivo Untersuchungen ernüchternde Ergebnisse. Wie schon bei 
Leergelen aus Agarose wurde auch bei den Alginatimplantaten ohne Zellbesiedlung eine 
Hemmung der natürlichen Heilung festgestellt. Aufgrund starker Immunreaktionen auf Algi-




Gelatine besteht überwiegend aus denaturiertem Kollagen. Es wurde in vitro wie auch in vivo 
beobachtet, dass Knorpelzellen durch Gelatineanwesenheit zum Wachstum animiert wurden. 
Trotzdem muss dieses Material kritisch gesehen werden, da das Risiko einer Entzündungs-
reaktion sehr hoch ist (HUNZIKER 2002; SOMMAR et al. 2010). 
 
Chitosan 
Hierbei handelt es sich um ein Hydrogel. Es besteht aus Glucosaminen und 
N-Acetylglykosaminen, welche an Chondroitinsulfat gebunden vorliegen. In verschiedenen 
in vitro Untersuchungen konnten vielversprechende Ansätze bezüglich einer verbesserten 
Knorpelheilung festgestellt werden (HOEMANN et al. 2007). Allerdings steht dieses Material 
noch am Anfang seiner Erforschung. Es hat derzeit durch seine schwache Biokompatibilität 
und -degradibilität sowie durch teilweise toxische Abbauprodukten eine unsichere 
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Zuknunftsprognose (SCHAGEMANN 2003). HOEMANN et al. konnten 2007 die Gelierung 
dieses Hydrogeles in vitro durch Optimierung des pH-Wertes, der Osmolalität sowie durch 
verschiedene Zusätze, Zellulose und Glyoxal, weiter verbessern. 
 
Hyaluronsäure 
Wie bereits beschrieben, ist Hyaluronsäure ein nicht sulfatiertes GAG und Hauptbestandteil 
der EZM. Aus ihr setzen sich Makromoleküle mit hohem Molekulargewicht zusammen. Diese 
haben eine sehr gute Biokompatibiltät und sind physiologisch abbaubar. Im Grundzustand 
fehlt ihr allerdings, die als Trägermaterial nötige, Festigkeit. Um diese zu erlangen, hat man 
begonnen die Säurestruktur mithilfe von Veresterung zu erhärten, was aber zu einer ver-
schlechterten Biokompatibilität führte. Eine Studie von MARCACCI et al. von 2005 be-
schreibt die Verwendung von HYAFF 11, einer solchen veresterten Hyaluronsäure. Diese 
wurde mit autologen Knorpelzellen besiedelt und dem Patienten implantiert (MARCACCI et 
al. 2005).  
Die Studie zeigte, dass den Chondrozyten, aufgrund der physikalischen Eigenschaften der 
Trägermatrix, Zell-Zell-Kontakte, Clusterbildung und Synthese von EZM möglich waren 
(MARCACCI et al. 2007). Festgestellt wurde auch eine Redifferenzierung der Chondrozyten 
im Anschluss an die Vermehrung in Monolayerkultur. Eingebracht wurde das Transplantat 
mit Press-Fit Technik. Über einen Zeitraum von 3 Jahren waren die Ergebnisse vielverspre-
chend. Der zukünftige Schwerpunkt der Hyaluronsäureforschung liegtvor allem darin, che-
misch veränderte Formen zu schaffen, die sowohl fest als auch biokompatibel sind 
(HUNZIKER 2002). 
 
Kollagen Typ I, II 
Materialien auf Grundlage von Kol I und II werden bereits bei kosmetischen Eingriffen, sowie 
zur Blutstillung und bei Dura Mater Transplantationen klinisch eingesetzt. Gewonnen werden 
diese Kollagene zumeist aus Rindern oder Schweinen. In Form von Schwämmen oder Pols-
tern befinden sich Kollagenfasern als Träger für Chondrozyten und MSC in vorklinischen 
Untersuchungen (HUNZIKER 2002). NIXON et al. zeigten 1993 in einer Untersuchung, dass 
mithilfe chondrozytenbeladener Kollagenimplantate die reparable Defektfläche deutlich ver-
größert werden konnte (NIXON et al. 1993). Andere vorangegangene Studien wiesen einen 
positiven Einfluss der kollagenbasierten Trägermatrizes auf den Phänotypen der Knorpelzel-
le (STOOP 2008), sowie auf die Qualität des gebildeten Ersatzknorpels auf (SAMS und 
NIXON 1995; SAMS et al. 1995; FRENKEL et al. 1997). Allerdings wurde das Kollagen 
häufig in Kombination mit GAGs verwendet. Bei den Defekten handelte es sich stets um 
osteochondrale Läsionen; die damit verbundene Einblutung und folgende Spontanheilung 
beeinflussen daher die Resultate. Aussagen über Biokompatibilität wurden in den meisten 




Studien nur zusammenfassend beschrieben, eine systematische Untersuchung wurde nicht 
vorgenommen (HUNZIKER 2002). In einer Studie von GIGANTE et al. wurden 2003 ver-
schiedene Scaffolds, basierend auf Kollagen Typ I bzw. II, mit Chondrozyten bestückt, kulti-
viert und die Ergebnisse untereinander verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass Zellen auf 
Kollagen Typ II Trägermatrizes in ihrer Morphologie nativen Knorpelzellen am ähnlichsten 
waren. Auch in Hinsicht auf Proliferation, Adhäsion und Zellwachstum waren die Kollagen 
Typ II basierten Scaffolds überlegen (GIGANTE et al. 2003). Neben der Wahl des Kollagen-
typs hat auch die Kultivierungstechnik großen Einfluss auf das Ergebnis. So konnten GA-
LOIS et al. zeigen, dass die Fixierung des Kollagengel im Medium einen signifikant positiven 
Effekt auf die Proliferation hat; der knorpeltypische Phänotype der Chondrozyten wird jedoch 
im frei schwimmenden Trägermaterial stärker erhalten (GALOIS et al. 2006). Eine sehr inte-
ressante Studie am Pferd wurde von FRISBIE at al. 2008 durchgeführt. Hierbei wurden 
Defekte auf dem lateralen Trochlearkamm des Femurs gesetzt und vergleichend entweder 
mit einer zellfreien porcinen Kollagenmenbran, einer zellbesiedelten Membran behandelt 
oder der Defekt leer gelassen. Die Ergebnisse waren insgesamt sehr vielversprechend. Die 
mit Chondrozyten beschichteten, porcinen Membranen wiesen immunhistologisch den 
höchsten Gehalt an Kol II auf, darüber hinaus war ihr Gehalt an Aggrekan signifikant höher 
als in den zellosen Vergleichsgelen. Bemerkenswert ist auch die Erkenntnis, dass die im-
plantierte Membran alleine zu einer Abwehrreaktion des Versuchstieres führte, während eine 
Reaktion bei zellbeschichteten Transplantaten ausblieb (FRISBIE et al. 2008).  
2.3.4 Blut und Blutprodukte im Tissue engineering  
Vollblut (VB) und darauf basierende Produkte stellen aufgrund ihrer hohen Immunkompatibi-
lität, biologischen Abbaubarkeit und fehlender Zytotoxizität ein vielversprechendes Aus-
gangsmaterial für TE dar (WILKE et al. 2007; HABERHAUER et al. 2008). Neben verschie-
denen zellulären Bestandteilen enthält VB auch eine Reihe von Nährstoffen und WF. Beson-
ders letztgenannte lassen auf hohes regeneratives Potential hoffen. Die Materialien reichen 
von einzelnen Komponenten des Blutes bis hin zu komplexen, verarbeiteten Blutprodukten. 
 
Thrombozyten angereichertes Plasma (Platelet Rich Plasma, PRP) 
Die α-Granula der Thrombozyten stellen neben der Lagerung verschiedener Gerinnungsfak-
toren auch ein reiches Reservoir an WF, beispielweise PDGF, TGF-ß und IGF, dar (SU et al. 
2009). In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Methoden entwickelt, die Thrombozy-
ten und mit ihnen die WF in Blutplasma anzureichern, um dieses Konzentrat als PRP thera-
peutisch zu nutzen (EPPLEY et al. 2004). Zur Herstellung wird Blut in Citratröhrchen gewon-
nen, im ersten Zentrifugationsschritt von den Erythrozyten getrennt, das gewonnene Plasma 
mit den Thrombozyten in ein neues Röhrchen überführt und anschließend erneut zentrifu-
giert. Im zweiten Zentrifugationschritt kommt es zu einer Verdichtung der Thrombozyten in 
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der tieferen Plasmaschicht, so dass nach Verwerfung der oberen, thrombozytenarmen 
Plasmaschicht ein Konzentrat vorliegt. Dieses hat verglichen mit VB einen 3-5 fach erhöhten 
Thrombozytengehalt (FERRAZ et al. 2007; SUN et al. 2010). PRP wird vor der Applikation 
durch Thrombin aktiviert. Bei diesem Schritt werden die WF aus den α-Granula sezerniert 
und liegen frei vor. 
Bei der Autologous Conditioned Plasma (ACP) Methode handelte es sich um eine verein-
fachte Spezialform des PRP. Hierbei wird das entnommene Citratblut in nur einem Zentrifu-
gationsschritt in Zellphase und Plasmaphase geteilt und das überschwimmende Plasma 
ohne Aktivierung direkt verabreicht. Untersuchungen am Menschen zeigten bei diesem 
Verfahren eine um den Faktor 2 gesteigerte Thrombozytendichte gegenüber dem Blut 
(BUHR und SIEKMANN 2009). Rindermann et al. haben in ihrer Studie am Pferd mit ACP 
gegenüber Blut sogar nur eine Thrombozytensteigerung um den Faktor 1,3 erreicht 
(RINDERMANN et al. 2010). STIEF et al. verglichen 2011 verschieden Protokolle zur Erzeu-
gung von ACP am Hundemodell. Hierbei konnten sie zeigen, dass die Empfehlung der Her-
steller, angelehnt an Untersuchungen mit humanem Blut, nicht optimal für canines Aus-
gangsmaterial waren (STIEF et al. 2011). Ergebnisse einer solchen Studie zur Optimierung 
des ACP-Protokolls spezifisch für Pferdeblut stehen noch aus.  
 
Autologes angereichertes Serum (Autologous Conditioned Serum, ACS) 
Dem ACS, u.a. bekannt als Orthokintherapie, liegt ein ähnliches Prinzip zugrunde wie dem 
PRP. Allerdings wird bei diesem Verfahren dem entnommenen Blut kein Antikoagulanz 
beigesetzt, sondern es wird mit einer speziellen Spritze, in der sich beschichtete Glaskügel-
chen befinden, entnommen und anschließend bei 37°C mehrere Stunden inkubiert 
(BALTZER et al. 2009). Durch die Sphären werden die weißen Blutkörperchen animiert, 
entzündungshemmende Mediatoren zu produzieren, welche sich bei der anschließenden 
Zentrifugation im überstehenden Serum anreichern. Hierbei stellt der Interleu-
kin-1 Rezeptorantagonist (IL-1 Ra) den wichtigsten Botenstoff dar. Durch kompetitive Hem-
mung am Rezeptor des Interleukin-1 (IL-1), dem stärksten katabolen Zytokin bei osteoarthro-
tische Gelenksentzündungen, wird die Entzündungsreaktion potentiell einschränkt 
(DINARELLO 2000). Das Serum wird entnommen und bis zum i.a. Einsatz bei -20°C gela-
gert. Dieses Verfahren findet in den letzten Jahren vermehrt Einsatz bei der Behandlung der 
OA, sowohl in der Human-, als auch in der Veterinärmedizin. Die Ergebnisse sind vielver-
sprechend (FRISBIE et al. 2007; BALTZER et al. 2009). 
 
Fibrin 
Fibrinogen und sein Polymer Fibrin sind physiologisch vorwiegend intravaskulär vorkom-
mende Proteine, die eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung spielen. Während Fibrinogen 




gelöst vorliegt, ist die durch Thrombin aktivierte Form, das Fibrin, ein dreidimensionales 
Netzwerk. Dessen Funktionsschwerpunkt liegt primär nicht in der mechanischen Stabilisie-
rung, sondern in seiner Heilungsinduktion. Zudem wirkt Fibrin proinflammatorisch und regt 
migrierende Zellen an, es selbst abzubauen (HUNZIKER 2002). Anfallende Abbauprodukte 
sind physiologisch vorkommend und nicht toxisch. Fibrin findet seine Anwendung auf dem 
Gebiet des TE momentan vor allem zum Einkleben von Knorpeltransplantaten und zur was-
serfesten Abdichtung der Wundränder am Knorpeldefekt. Gegen eine Verwendung als Trä-
germatrix spricht die auftretende starke Schrumpfung. Trotzdem finden derzeit Untersuchun-
gen mit dem Ziel statt, Fibrin auch als Transplantatausgangsmaterial zu verwenden (SIMS et 
al. 1998; SU et al. 2008). Es scheint jedoch, dass stark konzentriertes Fibrin auf Grund sei-
ner hohen Proteindichte Zellimmigration eher behindert als unterstützt (STOOP 2008). Nicht 
zu vernachlässigen sind auch die in Tierstudien aufgetretenen Abwehrreaktionen auf exoge-
nes Fibrin. So ist dieses Material trotz zahlreicher tiermedizinischer Studien nicht für Unter-
suchungen am Menschen übernommen worden (HUNZIKER 2002). Die Forschungsgruppe 
um WILKE hat in einem Pferdemodell 2007 Fibrin als Trägermaterial für MSC getestet. Aller-
dings bezog sich die Auswertung auf die Unterschiede zwischen den MSC-beladenen und 
den zellfreien Fibrintransplantaten. Hier erwiesen sich die Implantate mit Zellen in der Früh-
phase des Heilungsprozesses als überlegen. Nach acht Monaten jedoch waren keine signifi-
kanten Unterschiede mehr zwischen den Gruppen erkennbar. Auf den Trägerstoff selbst wird 
in dieser Studie kaum eingegangen (WILKE et al. 2007). In einer direkten Gegenüberstellung 
von autolog gewonnenem zu kommerziell hergestelltem Fibrinogen konnte gezeigt werden, 
dass die Chondrozyten im autologen Gel morphologisch den nativen Phänotyp beibehielten, 
während die im kommerziellen Konstrukt Fibroblastenähnlichkeit annahmen. Auch der 
GAG-Gehalt lag höher in der autologen Gruppe (FORTIER et al. 1998a). Ein neuer Ansatz 
zur Verwendung von Fibrin im TE kommt aus Frankreich und nennt sich Platelet-Rich-Fibrin. 
Hierbei nimmt man VB ohne Antikoagulanz, bei dem während der Zentrifugation die Gerin-
nungskaskade abläuft. Das VB ist anschließend in drei Phasen unterteilt; die Phase der 
koagulierten roten Blutkörperchen am Boden des Tubes, ein elastischer Fibrinpfropfen in 
zweiter Ebene, bedeckt von der dritten Phase aus Serum. Dieses Fibrinkoagel ist reich an 
Thrombozyten und WF (SU et al. 2009).  
Ebenfalls in Erprobung ist die Kombination von Fibrin mit PLGA Gelen. In einer ersten Studie 
konnte gegenüber reinen PLGA Gelen eine homogenere Zellverteilung und verbesserte 
Differenzierung der Chondrozyten festgestellt werden, sowie eine höhere Expression der 
knorpeltypischen, extrazellulären Moleküle (SHA'BAN et al. 2008). Demgegenüber steht 
allerdings eine Studie von SCHMAL et al., in der PGA-Vliese mit und ohne Fibrineinfluss 
untersucht wurden. Sowohl in der Genexpression von Kol II, als auch in der des Aggrekans 
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unterlagen die Ergebnisse der Fibrinkompositmatrixgruppe den reinen PGA-Fliesen 
(SCHMAL et al. 2008). 
 
Vollblut, Blutplasma (BP) 
TROMBI et al. untersuchten 2008 im Zusammenhang mit Knochenersatzmaterial, inwieweit 
man Plasmagerinnsel als Trägermaterial für hMSC verwenden kann. Sie konnten zeigen, 
dass die Zellen proliferativ aktiv waren und auch eine induzierte osteogene Differenzierung 
möglich war (TROMBI et al. 2008). HOEMANN et al. konnten am Kaninchenmodell bereits 
einen positiven Effekt auf die Knorpelregeneration durch die Defektfüllung mit einem 
VB-Chitosan Gemisch nachweisen (HOEMANN et al. 2007). HABERHAUER et al. gingen 
noch einen Schritt weiter und konnten 2008 in einer in vitro Studie die Eignung von purem 
VB und BP als Ausgangsmaterial für TE am Schweinemodell zeigen. Der autologe Ursprung 
der beiden Stoffe verspricht einen komplikationslosen Abbau ohne toxische Zwischenproduk-
te (TROMBI et al. 2008). Ebenfalls vorteilhaft sind die einfache und kostengünstige Material-
gewinnung, die leichte Verarbeitung sowie die unkomplizierte Handhabung der entstandenen 
Konstrukte. Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigten sich die VB- und BP-Konstrukte 
gegenüber der Kontrollgruppe auf Agarosebasis in EZM-Synthese überlegen 
(HABERHAUER et al. 2008). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Materialien tierischer Herkunft 
3.1.1.1 Chondrozyten  
Das verwendete Knorpelgewebe stammt aus dem Fesselgelenk geschlachteter Pferde. Die 
Beine, eine Handbreit über dem Fesselgelenk abgesetzt, wurden vom Schlachthof Jena zur 
Verfügung gestellt. Die Gruppe der Spendertiere setzt sich wie folgt zusammen: 
 
Tabelle 3-1: Übersicht der Spendertiere 
 
Bezeichnung Rasse Alter in Jahren  Farbe Geschlecht 
T1 Haflinger 16 Lichtfuchs Wallach 
T2 Warmblut 3 Dunkelbraun Wallach 
T3 Warmblut 2 Schwarzbraun Wallach 
T4 Warmblut 2 Schwarzbraun Wallach 
 
3.1.1.2 Blut 
Das gesamte VB, welches für diese Arbeit verwendet wurde, stammt von dem Klinikpferd der 
Chirurgischen Tierklinik (CTK) „Solero“ (6 Jahre, männlich, kastriert). Die Entnahme erfolgte 
steril mit einem 14G Venenverweilkatheder (Braun, Melsungen, Dtschl.) unter Verwendung 
eines Multi-Adapters in 10 ml Citrat Monovetten (beides Sarstedt, Nümbrecht, Dtschl.).  
Für die Weiterverarbeitung im Labor wurde die Zentrifuge Multifuge 3S-R (Heraeus, Hanau, 
Dtschl.) verwendet. 
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3.1.2 Material zur Herstellung der Konstrukte  
Laborausstattung 
sterile Werkbank Herasafe 18 (Heraeus, Hanau, Dtschl.) 
Absauger BVC 21 (Vacuubrand, Wertheim, Dtschl.) 
Pasteurpipetten (Brand, Wertheim, Dtschl.)  
Pipetierhilfe Pipetus-akku (Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Dtschl.) 
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml (Sarstedt, Nümbrecht, Dtschl.) 
Pipetten 2,5, 10, 100, 1.000, 5.000 µl (Eppendorf, Hamburg, Dtschl.) 
Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Dtschl.) 
Falcons 15, 50 ml (Becton Dickinson, Heidelberg, Dtschl.) 
Gefrierschrank -86C ULT Freezer (Thermo scientific, Dreieich, Dtschl.) 
Brutschrank BBD 6220 (Heraeus, Hanau, Dtschl.): 37 °C, 5 % CO2, 90 % rH 
Flaschenroller (Stovall, Greensboro, USA) 
Zentrifuge Labofuge 400R (Heraeus, Hanau, Dtschl.) 
Wasserbad GFL 1083 (GFL, Burgwedel, Dtschl.) 
Mikroskop Eclipse TE2000-S (Nikon, Düsseldorf, Dtschl.) 
Neubauer Zählkammer (Marienfelder, Lauda-Königshofen, Dtschl.) 
Trypanblau (Gibco, Karlsruhe, Dtschl.) 
Skalpellklingen (Braun, Tuttlingen, Dtschl.) 
Zellsiebe der Porenweite 70 µm (Becton Dickinson, Heidelberg, Dtschl.) 
96-er Well (d = 6,5 mm; Becton Dickinson, Heidelberg, Dtschl.)  
6-er Well (d = 35,0 mm; Becton Dickinson, Heidelberg, Dtschl.) 




Aufbewahrungslösung von Knorpelgewebsproben 
Standardwaschmedium unter Zusatz von 
3 % Penicillin/ Streptomycin (PAA Laboratories, Linz, Österreich)  
Dissoziationsmedium für native, equine Knorpelzellen 
Standardkulturmedium für natives, equines Knorpelgewebe unter Zusatz von 
3 mg/ml Collagenase A (Roche, Mannheim, Dtschl.) 
Standardwaschmedium 
PBS ohne Ca2+ und Mg2+ (Biochrom, Berlin, Dtschl.) 
Standardkulturmedium für VB- bzw. BP-Konstrukte 
Natrium-gepuffertes DMEM high Glucose (4,5 g/l) mit Glutamax (Gibco, Karlsruhe, Dtschl.) 
10 % hitzeinaktiviertes, equines Serum (Gibco, Auckland, Neuseeland) 
1 % Penicillin/ Streptomycin (PAA Laboratories, Linz, Österreich) 
3.1.3 Material zur Kultivierung der Konstrukte 
Laborausstattung 
sterile Werkbank Herasafe 18 (Heraeus, Hanau, Dtschl.) 
Absauger BVC 21 (Vacuubrand, Wertheim, Dtschl.) 
Pasteurpipetten (Brand, Wertheim, Dtschl.)  
Pipetierhilfe Pipetus-akku (Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Dtschl.) 
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml (Sarstedt, Nümbrecht, Dtschl.) 
Brutschrank BBD 6220 (Heraeus, Hanau, Dtschl.): 37 °C, 5 % CO2,  
90 % rH 
Wasserbad GFL 1083 (GFL, Burgwedel, Dtschl.) 
Standardkulturmedium für VB- bzw. BP-Konstrukte 
Natrium-gepuffertes DMEM high Glucose (4,5 g/l) mit Glutamax (Gibco, Karlsruhe, Dtschl.) 
10 % hitzeinaktiviertes equines Serum (Gibco, Auckland, Neuseeland) 
1 % Penicillin/ Streptomycin (PAA Laboratories, Linz, Österreich) 
3.1.4 Material zur Auswertung der Konstrukte 
Laborausstattung 
sterile Werkbank Herasafe 18 (Heraeus, Hanau, Dtschl.) 
Absauger BVC 21 (Vacuubrand, Wertheim, Dtschl.) 
Pasteurpipetten (Brand, Wertheim, Dtschl.)  
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Pipetten 2,5, 10, 100, 1.000, 5.000 µl (Eppendorf, Hamburg, Dtschl.) 
Pipettenspitzen (Eppendorf, Hamburg, Dtschl.) 
Reaktionsgefäße Eppis 1,5 und 2,0 ml (Eppendorf, Hamburg, Dtschl.) 
Gefrierschrank -86C ULT Freezer (Thermo scientific, Dreieich, Deitschland) 
Brutschrank BBD 6220 (Heraeus, Hanau, Dtschl.): 37 °C, 5 % CO2, 90 % rH 
Zentrifuge Labofuge 400R (Heraeus, Hanau, Dtschl.) 
Wasserbad GFL 1083 (GFL, Burgwedel, Dtschl.) 
Mikroskop Eclipse TE2000-S (Nikon, Düsseldorf, Dtschl.) 
Neubauer Zählkammer (Marienfelder, Lauda-Königshofen, Dtschl.) 
Trypanblau (Gibco, Karlsruhe, Dtschl.) 
Skalpellklingen (Braun, Tuttlingen, Dtschl.) 
- 96-er Well (d = 6,5 mm; Becton Dickinson, Heidelberg, Dtschl.)  
- 48-er Well (d = 10,0 mm; Becton Dickinson, Heidelberg, Dtschl.) 
- 24-er Well (d = 16,0 mm; Becton Dickinson, Heidelberg, Dtschl.) 
- 4-er Well (d = 20,0 mm; Nunc, Langenselbold, Dtschl.) 
Dissoziationsmedium für VB- und BP-Konstrukte 
Standardkulturmedium für equine Knorpelzellen und VB- bzw. BP-Gele unter Zusatz von 
3 mg / ml Collagenase A (Roche, Mannheim, Dtschl.) 
3.1.4.1 Makroskopische Auswertung der Konstrukte 
Zur makroskopischen Auswertung standen die Waage BP 121 S (Sartorius AG, Göttingen, 
Dtschl.) und eine Schieblehre (Mitutoyo Europe AG, Neuss, Dtschl.) zur Verfügung. 
 
3.1.4.2 Zellzahlbestimmung und Vitalitätskontrollen 
Quantitativ wurde die Zellzahl mithilfe der Neubauer Zählkammer unter dem Lichtmikroskop 
bestimmt und gleichzeitig durch Anfärbung mit Trypanblau (Gibco, Karlsruhe, Dtschl.) das 
Vitalitätsverhältnis ermittelt. 
Für eine qualitative Darstellung der Vitalität der in den verschiedenen Konstrukten kultivier-
ten Chondrozyten wurde das Life-Death Viability/Cytotoxit Kit (Mobitec, Göttingen, Dtschl.) 
verwendet, welches Calcein AM sowie Ethidiumhomodimer enthält. Ausgewertet wurden die 
im Konstrukt angefärbten Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 (Zeiss, Jena, 
Dtschl.) und mit der, im Mikroskop integrierten, Kamera AxioCam (Zeiss, Jena, Dtschl.) 
dokumentiert. 





Zur Einbettung der Konstruktviertel wurde Tissuetek (Leica, Nussloch, Dtschl.) verwendet. 
Gelagert wurden diese bis zum Schneiden im Container Cryo Plus 2 (Thermo Forma, Drei-
eich, Dtschl.) mit Flüssigstickstoff (Air Liquide, Leipzig, Dtschl.). Die Gefrierschnitte wurden 
am Kryostat Frigocut 2800 E (Leica, Nussloch, Dtschl.) gefertigt und auf SuperFrost Objekt-
träger mit Mattrand (Menzel, Braunschweig, Dtschl.) aufgebracht. Für die Färbevorgänge 
wurden Färbekästen mit Falzdeckel und Färberahmen für jeweils zehn Objektträger sowie 
Drahtbügel verwendet (alles Assistent-Hecht, Sondheim, Dtschl.). 
Die Anfärbung der gebildeten EZM innerhalb der Zellkonstrukte erfolgte mit Hämatoxylin-
Eosin (H/E), Alzian-Blau und Safranin-O-Lichtgrün. Eingedeckelt wurde mit Deckgläschen 
der Größe 24 x 50 mm (Menzel, Braunschweig, Dtschl.). 
 
Folgende Reagenzien wurden für die einzelnen Färbungen verwendet: 
H/E-Färbung:  
Formalinlösung   10 %, säurefrei (pH=7), gebrauchsfertige Lösung   
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Hämatoxylinlösung   sauer nach Meyer, gebrauchsfertige Lösung  
    (Morphisto, Frankfurt, Dtschl.)  
Leitungswasser 
Eosinlösung    gebrauchsfertige Lösung  
    (Morphisto, Frankfurt, Dtschl.) 
Ethanol    70 %, 80 %, 96 %, 99,8 % (= absolut)  
    das 80 %-ige Ethanol wurde aus 99,8 % und 
    VE-Wasser angemischt  
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
VE-Wasser   aqua dest. 
Xylol     98 %  
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Entellan Eindeckmittel  (Merck, Darmstadt, Dtschl.) 
 
Alzian-Blau-Färbung: 
Formalinlösung   10 %, säurefrei (pH=7), gebrauchsfertige Lösung  
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
VE-Wasser   aqua dest. 
Alzianblau   1 %, gebrauchsfertige Lösung 
    (Morphisto, Frankfurt, Dtschl.) 
Kernechtrot   Aluminiumsulfat, 0,1 %, gebrauchsfertige Lösung 
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    (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtschl.) 
Ethanol    70 %, 80 %, 96 %, 99,8 % (= absolut)  
    das 80 %-ige Ethanol muss aus 99,8 % und 
    VE-Wasser angemischt werden 
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Xylol     98 %  
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Entellan Eindeckmittel  (Merck, Darmstadt, Dtschl.) 
 
Safranin-O-Lichtgrün-Färbung: 
Formalinlösung   10 %, säurefrei (pH=7), gebrauchsfertige Lösung  
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
VE-Wasser   aqua dest. 
Eisenhämatoxylin  1 %, hergestellt aus Stammlösung A und B des   
    Färbekits „Safranin-Lichtgrün“ nach  Herstellerangaben 
    (Morphisto, Frankfurt, Dtschl.) 
HCl/ EtOH   hergestellt aus 2 ml 37 % HCl und 398 ml 70 % EtOH, 
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Leitungswasser 
Lichtgrün-Goldner III gebrauchsfertige Lösung 
    (Morphisto, Frankfurt, Dtschl.) 
Essigsäure    1 %, hergestellt aus aqua bidest. und 99 %-iger Essigsäure 
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Safranin   0,5 %, gebrauchsfertige Lösung 
    (Morphisto, Frankfurt, Dtschl.) 
Ethanol    70 %, 80 %, 96 %, 99,8 % (= absolut)  
    das 80 %-ige Ethanol muss aus 99,8 % und  
VE-Wasser angemischt werden 
Xylol     98 %  
    (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Entellan Eindeckmittel  (Merck, Darmstadt, Dtschl.) 




3.1.4.4 Immunhistochemische Färbungen (IHC) 
Für die Anfertigung immunhistochemischer Präparate wurden die Gefrierschnitte entspre-
chend denen der Histologie vorbereitet und gelagert.  
Mit Hilfe einer indirekten Immunperoxidasereaktion (POX) wurden die charakteristischen 
Grundstoffe der knorpelspezifischen EZM, Aggrekan, C-4-S, C-6-S, Cartilage Oligomeric 
Matrix Protein (COMP), Kol II und Kol I sichtbar gemacht. Kryoschnitte des nativen Knorpel-
gewebes dienten als Positivkontrolle. 
 
Aggrekan 
primärer Antikörper:  Maus IgG1-Anti-Aggrekan 
    1:100 verdünnt mit PBS 
    (Acris, Herford, Dtschl.) 
sekundärer Antikörper: POX Ziege-Anti-Mouse IgG 
    (Dianova, Hamburg, Dtschl.) 
    1:100 verdünnt 1 % sekundärer Antikörper 
       1 % equines Serum 
       98 % PBS 
 
C-4-S 
primärer Antikörper:  Maus IgG1-Anti-C-4-S  
    1:4000 verdünnt mit PBS  
    (Chemicon, Schwaldbach/Ts, Dtschl.) 
sekundärer Antikörper: POX Ziege-Anti-Mouse IgG  
    (Dianova, Hamburg, Dtschl.)  
    1:100 verdünnt 1 % sekundärer Antikörper 
       1 % equines Serum 
       98 % PBS 
 
C-6-S 
primärer Antikörper:  Maus IgG1-Anti-C-6-S 
    1:4000 verdünnt mit PBS 
    (Chemicon, Schwaldbach/Ts, Dtschl.)  
sekundärer Antikörper: POX Ziege-Anti-Mouse IgG 
    (Dianova, Hamburg, Dtschl.) 
    1:100 verdünnt 1 % Sekundärer Antikörper 
       1 % equines Serum 
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       98 % PBS 
 
COMP 
primärer Antikörper:  Ratte IgG1-Anti-COMP 
    1:2000 verdünnt mit PBS 
    (Acris, Herford, Dtschl.) 
sekundärer Antikörper: POX Ziege-Anti-Ratte IgG 
    (Dianova, Hamburg, Dtschl.) 
    1:100 verdünnt 1 % Sekundärer Antikörper 
       1 % equines Serum 
       98 % PBS 
 
Kol II 
primärer Antikörper:  Maus IgG1/κ-Anti-Kollagen II 
    1:2000 verdünnt mit PBS 
    (MP-Biomedical, llkirch, Frankreich) 
sekundärer Antikörper: POX Ziege-Anti-Mouse IgG 
    (Dianova, Hamburg, Dtschl.) 
    1:100 verdünnt 1 % Sekundärer Antikörper 
       1 % equines Serum 
       98 % PBS 
 
Kol I 
primärer Antikörper:  Maus IgG1-Anti-Kollagen I 
    1:2000 verdünnt mit PBS 
    (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtschl.) 
sekundärer Antikörper: POX Ziege-Anti-Mouse IgG 
     (Dianova, Hamburg, Dtschl.) 
     1:100 verdünnt 1 % Sekundärer Antikörper 
        1 % equines Serum 
        98 % PBS 
Weitere Reagenzien für IHC: 
Chondroitinase ABC  1:50 mit PBS verdünnt 
    (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtschl.) 
equines Serum  hitzeinaktiviert, 1:10 mit PBS verdünnt 
    (Gibco, Auckland, Neuseeland) 
PBS    (Biochrom, Berlin, Dtschl.) 




POX-Substrat:  filtriert 
    Na Acetat 14 ml, 0,1 M, pH 5,2) 
    3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) 
    H2O2  30 µl 
Hämatoxylin nach Lillie 1:3 mit Leitungswasser verdünnt, filtriert 
(Morphisto, Frankfurt a.M., Dtschl.) 
Aceton    (Merck, Darmstadt, Dtschl.) 
DakoPen   (Dako, Via Real, Californien) 
Glyzeringelantine  (Merck, Darmstadt, Dtschl.) 
 
3.1.4.5 Bestimmung des sGAG-Gehaltes in den Konstrukten 
Der Gehalt an gebildetem sGAG in den Konstrukten wurde mit Hilfe eines spektrophoto-
metrischen Dimethylmethylenblau (DMMB) Assays festgestellt. Der vorausgehende Verdau 
der Konstrukte erfolgte mit den Reagenzien: 
Papain Pufferlösung  pH 6,5  
2 mM N-Azetylcystein (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtschl.) 
2 mM EDTA   (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
50 mM Na2HPO4  (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
Papain    10 mg/ml 
    (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtschl.) 
Zudem wurde für den Verdau der Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, Dtschl.) ver-
wendet. 
 
Die, für die Messung benötigte, DMMB-Lösung setzte sich wie folgt zusammen: 
16 mg 1,9-DMMB  (AppliChem, Darmstadt, Dtschl.) 
5 ml absolutes Ethanol (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) 
2 g Natrium Formiat   (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtschl.) 
2 ml Ameisensäure  (95 %)  
    (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Dtschl.) 
mit aquq dest. auf 1000 ml aufgefüllt 
pH 3,0 
Zur Herstellung der Standardreihe diente Chondroitin-Sulfat-C des Haifisches. Die Messung 
selbst fand im Safire Mikroplate Reader (Tecan, Crailsheim, Dtschl.) mit der Software Magel-
lan (Tecan, Crailsheim, Dtschl.) statt.  
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3.1.4.6 Vorbereitung zur qualitative Reverse Transkriptase PCR (qRT PCR) 
 Gesamt-RNA-Isolierung und Weiterverarbeitung 
Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Dtschl.). In 
diesem waren neben den Spinsäulen folgende Reagenzien enthalten: 
 - RLT Puffer 
dieser musste mit ß-Mercaptoethanol (ß-ME, Roth, Karlsruhe, Dtschl.) im Ver-
hältnis 99:1 in Lösung gebracht werden 
 - RW1 Puffer 
 - RPE Pufferkonzentrat 
wurde mit 4 Volumina 96%-igem Ethanol (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) versetzt, 
um eine gebrauchsfertige Arbeitslösung herzustellen  
 - RNase-freies Wasser 
Zudem wurde 70 %-iges Ethanol (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) benötigt, welches mit Diethy-
len-Pyrocarbonat-Wasser (DEPC-H2O) versetzt war. DEPC-H2O wurde aus Diethy-
len-Pyrocarbonat (Roth, Karlsruhe, Dtschl.) und destilliertem Wasser hergestellt. 
Für die DNA-Eliminierung wurde RQ1 DNase (1 U/µl), 10 x RQ1 DNase Puffer (beides Pro-
mega, Mannheim, Dtschl.), sowie DEPC-H2O verwendet. 
Reagenzien zur Phenol-Extraktion waren DEPC-H2O, Roti-Phenol, 5,0 M NaCl in 
DEPC-H2O, 100 %-iges und 75 %-iges Ethanol (Roth, Karlsruhe, Dtschl.). 
Verwendete Geräte waren die Biofuge (Heraeus, Hanau, Dtschl.), der Thermomixer comfort 
(Eppendorf, Hamburg, Dtschl.) und das Nano Drop ND-1000 Spectrometer mit der zugehöri-
gen Software ND-1000 V3.1.2. 
 Synthese der complementary DNA (cDNA)  
Für die cDNA-Synthese wurden neben dem Thermocycler TC-312 (Techne, Staffordshire, 
UK), dem Vortexer (IKA Werke, Staufen, Dtschl.) und der Biofuge (Heraeus, Hanau, Dtschl.) 
folgende Reagenzien verwendet: 
 - Oligo(dT) 15 Primer (0,5µg/µl, 
 - Promega, Mannheim, Dtschl.) 
 - DEPC-H2O  
 - Mastermix, bestehend aus: 
    dNTP-Mix 10 mM,  (Fermentas, St.Leon-Rot, Dtschl.) 
    5 x Strand Puffer Puffer (Promega, Mannheim, Dtschl.) 
    RNase Inhibitor 40 µl  (Promega, Mannheim, Dtschl.)  
    M-MLV Reverse Transkriptase 100 U/µl 
      (Promega, Mannheim, Dtschl.) 
    DEPC-H2O  




 Primerpaaroptimierung für qRT-PCR 
Hierfür wurden folgende Reagenzien verwendet: 
SYBR Green PCR Master Mix  
 (Applied Biosystems, Darmstadt, Dtschl.), 
DEPC-H2O, 
cDNA aus nativen Chondrozyten 
die in der folgenden Tabelle angegebenen Primerpaare in verschiedenen Konzentrations-
kombinationen:  
 
Tabelle 3-2: Übersicht der verwendeten Primerpaare und deren Sequenzen 
 
Produkt  Abkürzung Sequenz Temperatur Zyklen 
 18S 18S fw CGGCTACCACATCCAAGGAA 81 42 
  18S rv GCTGGAATTACCGCGGCT   
 Aggrekan Agg fw ACTTCCGCTGGTCAGATGGA 83 42 
  Agg rv TDTCGTGCCAGATCATCACC   
 Koll I Col I fw CAGCCGCTTCACCTACAGC 82 42 
  Col I rv TTTTGTATTCAATCACTGTCTTGCC   
 Kol II Col II fw GGCAATAGCAGGTTCACGTACA 79 42 
  Col II rv CGATAACAGTCTTGCCCCACTT   
 
Verwendete Geräte waren der Pipetierroboter CAS 1200 und der PCR Cycler Rotor-Gene 
RG-3000, mit den zugehörigen Softwares Corbett Robotics Version 4.7.96G für die Pipe-
tiersteuerung und Rotor-Gene, Version 6.0.34 zur PCR Bedienung und Auswertung (alles 
Corbett Research, Hilden, Dtschl.). Es wurden 0,2 ml PCR Tubes (Treff Lab, Nidderau, 
Dtschl.) und 0,1 ml PCR Gefäße (Corbett Research, Hilden, Dtschl.) benutzt. 
3.1.4.7 Durchführung der quantitativen Reverse Transkriptase-PCR  
Die qRT-PCR fand, wie auch die Primerpaaroptimierung, im PCR Cycler Rotor-Gene 
RG-3000 statt, mit dem Unterschied, dass hier nun immer eine Standardreihe zur Proben-
quantifizierung mitgeführt wurde. Die Reagenzien, SYBR Green PCR Master Mix (Ap-
plied Biosystems, Darmstadt, Dtschl.), Primer (Operon, Ebersberg, Dtschl.) und cDNA wur-
den vom Pipetierroboter CAS 1200 (Corbett Research, Hilden, Dtschl.) zusammengemischt. 
Verwendete Software auch hier Corbett Robotics Version 4.7.96G und Rotor-Gene, Versi-
on 6.0.34. Verwendete Reaktionsgefäße waren 0,2 ml PCR Tubes (Treff Lab, Nidderau, 
Dtschl.) und 0,1 ml PCR Gefäße (Corbett Research, Hilden, Dtschl.). 
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3.1.4.8 Statistische Ausstattung 
Für die statistische Auswertung wurde die Statistiksoftware SPSS 15 (2006, IBM Deutsch-
land GmbH) verwendet.  





3.2.1 Gewinnung der tierischen Materialien 
 
Abbildung 3-1: Darstellung der Materialgewinnung und Konstruktherstellung. 
 Abnahme von allogenem Blut (Spritze) von dem Spendertier „Solero“ zur 
 Gewinnung von VB (rot) und BP (gelb) 
 Pferdebeine aus dem Schlachthof Jena zur Entnahme von Knorpelmaterial 
 und Isolierung der Knorpelzellen (n=4 x je 4 Beine) 
 Herstellung der Konstrukte aus den gewonnenen Knorpelzellen und dem vor
 bereitetem VB und BP. 




 Gewinnung von equinem, artikulärem Knorpelgewebe 
Die Beine der Pferde wurden im Schlachthof Jena eine Handbreit über dem Fesselgelenk 
abgesetzt und bis zur Abholung, ca. 2 h nach Schlachtung, kühl gelagert. Der einstündige 
Transport nach Leipzig fand in einer vorgekühlten Styroporbox statt, so dass die Beine 
ca. 3 h nach Schlachtung zur Weiterverarbeitung im Labor waren. Nachdem das Fell abge-
schoren worden war und die Hufe mit Gummihandschuhen überzogen waren, wurden die 
Beine mit Jodseife gewaschen und anschließend Haut und Strecksehne abpräpariert. Dann 
wurden die Beine für 10 min in 70 %-iges Ethanol gelegt. Alle weiteren Schritte fanden unter 
der sterilen Arbeitsbank (Bench) statt. Hier wurde mit einem ersten Skalpell das Fesselge-
lenk von dorsal eröffnet, bis die Gelenkflächen des proximalen Fesselbeins, des distalen 
Röhrbeins sowie der beiden Sesambeine offen dargelegt waren. Nach Skalpellwechsel 
wurde Knorpelmaterial der gesamten Gelenkwalze des distalen Mittelfußknochens, der 
proximalen Gelenkfläche des Fesselbeines, sowie die Gelenkflächen der proximalen Se-
sambeine bis auf den subchondralen Knochen abgetragen. Die gewonnenen Knorpelstücke 
wurden anschließend mit einem weiteren Skalpell mechanisch in Stücke der Kantenlänge 
ca. 1 mm zerkleinert und in einem bereitstehenden Gefäß mit Aufbewahrungslösung ge-
sammelt und bei 37 °C temperiert. 
 
 
Abbildung 3-2: Gewinnung des Knorpelmaterials. 
(I) Pferdebein nach Entfernung der Haut und der Strecksehne 
(II) Eröffnung des Fesselgelenkes 
(III) Abtragen des Gelenkknorpels 
(IV) Gewonnene Knorpelstücke 
(V) Zerkleinerung des Knorpelgewebes 




 Isolierung der Chondrozyten aus dem Knorpelgewebe 
Nachfolgend wurde diese Knorpelmasse aus der Aufbewahrungslösung in 50 ml Falcon 
überführt, die bereits mit 40 ml Dissoziationsmedium vorbereitet waren. Diese wurden auf 
dem Flaschenroller im Brutschrank inkubiert, um die Knorpelmatrix enzymatisch zu verdau-
en. 
Nach 24 h wurde die Zellsuspension mithilfe eines 70 µm Zellsiebes filtriert. Das Filtrat wurde 
2 x mit Waschmedium gespült, für 5 min mit einer Geschwindigkeit von 780 x g bei Raum-
temperatur (RT) zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml Stan-
dardmedium resuspendiert.  
Zellzahlbestimmung der isolierten Chondrozyten mit der Zählkammer 
nach Neubauer 
Die ZZ wurde mit der Zählkammer nach Neubauer für eine höhere Genauigkeit jeweils dop-
pelt bestimmt. Dazu wurden die in 10 ml Standardmedium resuspensierten Chondrozyten mit 
der Pipette homogen durchmischt. Aus dieser Suspension wurden direkt im Anschluss mit 
einer Pipette 2 x 10 µl steril entnommen, in je ein 96-er Well gegeben und mit je 90 µl Try-
panblau vermischt. Die bereits vorbereiten Zählkammern nach Neubauer wurden jeweils mit 
einer Lösung befüllt und anschließend sofort unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Lebende 
Chondrozyten stellten sich weiß dar, tote dunkelblau, diese wurden separat bestimmt. Es 
wurden 2 x vier Großquadrate ausgezählt und dann mit folgender Formel auf die Gesamtzahl 
der 10 ml Zellsuspension hochgerechnet. 
 
ZZ= (G/8) x (10.000 x 10 x 10)  
 
ZZ:  Gesamtzellzahl der Suspension 
G:  Anzahl der gezählten Zellen (lebend/tot) in allen Großquaratfeldern  
  zusammen 
8:  Berechnung der Durchschnittszellzahl pro 16er-Feld 
10.000: Hochrechnungsfaktor auf 1 ml  
10:   Faktor, der die Verdünnung mit Trypanblau berücksichtigt (10:90) 
10:  Hochrechnung auf 10 ml Suspension 
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3.2.1.2 VB und BP 
 VB-Gewinnung 
Im Vorfeld des Versuches wurde die Blutabnahme unter Darlegung des Versuchsaufbaus 
angezeigt, und unter der Anzeigeantragsnummer V04/09 der Landesdirektion Leipzig, Refe-
rat 24, Braunstraße 2, 04107 Leipzig geführt.  
Als Spendertier wurde der 6-jährige Wallach „Solero“ der CTK benutzt. Das benötigte VB 
wurde der Vena jugularis externa entnommen. Dafür wurde zunächst das Fell im mittleren 
Halsdrittel über diesem Gefäß geschoren und anschließend die Haut mit 70%-igem Ethanol 
und Jod desinfiziert. Die Venenverweilkanüle wurde kopfwärts gelegt und das VB mit dem 
Adaptersystem direkt in jeweils 100 Citrat Monovetten abgenommen, geschwenkt und zur 
weiteren Aufarbeitung umgehend ins Labor gebracht. 
 VB-Aufarbeitung und Aufbewahrung 
Die Monovetten wurden zunächst äußerlich mit 70%-igem Ethanol desinfiziert und der Inhalt 
anschließend in 50 ml Falcons gepoolt. Diese wurden dann in zwei Gruppen zu 1/3 für VB-
Konstrukte und 2/3 für BP-Gele geteilt. Das erste Drittel wurde direkt bei -80 °C schockgefro-
ren, während die verbleibenden zwei Drittel für 20 min bei 3.500 x g zentrifugiert wurden. 
Danach wurde die überstehende Plasmafraktion abgenommen, in 50 ml Falcons vereint und 
ebenfalls bei -80 °C eingefroren. Die Kryokonservierung erfolgte bis zur weiteren Verwen-
dung, jedoch für mindestens 24 h. 
3.2.2 Herstellung der Konstrukte 
Die Herstellung der Konstrukte - sowohl aus VB, als auch aus BP - erfolgte identisch. Die 
Knorpelzellen wurden, wie unter "Isolierung der Chondrozyten aus dem Knorpelgewebe" 
beschrieben, gewonnen. Anschließend wurden Fraktionen zu je 9,3 x 106 Zellen pro 50 ml 
Falcon abgeteilt, kontrollgezählt und im Brutschrank bis zur weiteren Verwendung warm 
gestellt. Dieselbe Anzahl an 50 ml Falcons, die mit Zellsuspension warm gestellt vorlag, 
wurde mit jeweils 106 µl einer 0,8 M CaCl2-Lösung vorbereitet und ebenfalls im Brutschrank 
aufbewahrt. Anschließend wurde je ein Falcon mit Zellsuspension für 5 min bei 780 x g 
zentrifugiert und zusammen mit einem CaCl2-befüllten Falcon unter die Bench gebracht. Das 
Medium wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 0,95 ml VB bzw. BP resuspendiert, an-
schließend mit 13 ml VB bzw. BP vermischt. In einem weiteren Schritt wurde die Lösung in 
das, mit CaCl2-Lösung vorbereitete Falcon überführt und homogen durchmischt. Aus dieser 
Zell-VB-(bzw. BP)-CaCl2-Suspension wurden 3 x je 4,5 ml in Wellvertiefungen einer 6-Well-
Platte verbracht und zur Koagulation 20 min in den Brutschrank gestellt. Der Rest wurde 
verworfen. Nach Inkubation wurden die nun entstandenen gelartigen Konstrukte mit jeweils 




5 ml Standardkulturmedium überschichtet und dann vorsichtig mit Hilfe eines sterilen Spatels 
von der Wellwand abgelöst. Das verwendete 6-Well hat einen Durchmesser von 35 mm. 
Daher ergab sich durch das festgelegte Volumen eine Konstrukthöhe von 4,7 mm. Die ein-
gesäte Zelldichte pro Konstrukt lag bei 3,0 x 106 Zellen, dies entsprach einer Dichte von 
0,67 x 106 Zellen/ml. Darüber hinaus wurden als Referenzen jeweils sechs Leergele pro 
Ansatz und Matrixgrundlage hergestellt. Dazu wurden ebenfalls 13,95 ml VB bzw. BP mit 
106 µl 0,8 M CaCl2-Lösung durchmischt, in die Wellvertiefungen gegeben und im Brut-
schrank auskoaguliert. Alle weiteren Schritte waren identisch mit denen der zellbesiedelten 
Konstrukte. 
3.2.3 Kultivierungsprotokoll der Konstrukte 
Über die Versuchsdauer wurden alle Konstrukte und Leergele nach demselben Protokoll 
kultiviert. Dies beinhaltete 5 ml Standardmedium, in dem das Gel frei schwamm, einen tägli-
chen kompletten Mediumwechsel während der ersten vier Tage, gefolgt von einem komplet-
ten Mediumwechsel zwei Mal wöchentlich, sowie eine Aufbewahrung der Gele im Brut-
schrank bei 37 °C, 5% CO2 und 90% rH. 
Die Laufzeit der in vitro Versuche betrug 28 Tage, wobei am ersten Tag drei, an den Tagen 
14 und 28 jeweils sechs Konstrukte entnommen und zur Auswertung verwendet wurden. 
 
Abbildung 3-3: Mediumwechsel. 
(I) Absaugen des Mediums bei BP-Konstrukten am Tag 2 
(II) Absaugen des Mediums bei VB-Konstrukten am Tag 2 
(III) Befüllung eines 6-Wells von VB-Konstrukte mit neuem Medium  
3.2.4 Auswertungsmethoden 
3.2.4.1 makroskopische Beurteilung der Konstrukte 
Sowohl bei VB- als auch bei BP-Konstrukten, die zu Analysen aus dem Well entnommen 
wurden, sind zunächst Durchmesser und Höhe mit dem Messschieber festgestellt worden. 
Diese Werte ließen einen Rückschluss auf die Kontraktionskinetik zu. Parallel dazu wurde 
das Nassgewicht protokolliert. 




3.2.4.2 Zellzahlbestimmung und Lebend/Tot Verhältnis der Chondrozyten 
Um die Zahl der im Konstrukt befindlichen Knorpelzellen bestimmen zu können, musste das 
Gel zunächst enzymatisch verdaut werden. Dies geschah, indem das mechanisch vorzer-
kleinerte Konstrukt mit der Dissoziationslösung für Konstrukte zu 2 ml Gesamtvolumen auf-
gefüllt und dann für 1,5 h mit dem Thermomixer comfort bei 37 °C und 1400 rpm gerüttelt 
wurde. Nach vollständiger Auflösung des Gels wurde die Zellzahl, wie unter 3.2.1 beschrie-
ben, für ein Gesamtvolumen von 2 ml bestimmt. Die Anzahl der lebenden Chondrozyten 
wurde zu der der toten Zellen ins Verhältnis gesetzt. 
Zur visuellen Darstellung der Zellvitalität wurde an den Untersuchungstagen von drei, der zur 
Auswertung entnommenen Gele, je ein kleines Keilstück abgetrennt und in 1 ml PBS für 
20 min gewaschen. Dieses wurde anschließend in einen weiteren ml PBS, angereichert mit 
0,5 µl Calcein AM und 0,5 µl Ethidiumhomodimer, überführt. Nach 20 min Färbung bei 37 °C 
wurde jeder Konstruktteil 2 x für je 20 min in 1 ml PBS gewaschen und anschließend unter 
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Bei einer Wellenlänge von 515 nm fluoreszierten 
lebende Zellen grün, bei 635 nm fluoreszierten tote Zellen rot. Mithilfe der AxioCam konnten 
diese Bilder digital aufgenommen und abgespeichert werden. Durch ein Übereinanderlegen 
der beiden getrennt gewonnenen Darstellungen konnte diese Färbung für eine semiquantita-
tive Vitalitätsdarstellung verwendet werden. 
3.2.4.3 Histologie  
An den Untersuchungstagen 14 und 28 wurden jeweils drei Gelviertel von separaten Kon-
strukten eines Ansatzes mit dem Einbettmaterial Tissuetek umgeben. Diese wurden in der 
Gasphase von flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung fand bis zur weiteren 
Bearbeitung bei –80 °C statt. Zur Herstellung der Kryoschnitte wurde das Kryostat mit einer 
Kammertemperatur von –25 °C verwendet. Die eingebetteten Konstruktviertel wurden zu-
nächst mit einem Skalpell zurecht getrimmt, dann auf dem Objekttisch des Kryostats mit 
Tissuetek fixiert und anschließend die Kryoschnitte mit einer Dicke von 7 µm gefertigt und 
direkt auf die vorbeschrifteten Objektträger gezogen. Die so angefertigten Präparate wurden 
für 2 h bei RT Luft-getrocknet und anschließend bis zur Färbung bei -20 °C gelagert. Als 
Positivkontrolle wurden Kryoschnitte aus nativem Knorpel hergestellt und mitgefärbt. Für die 
jeweiligen Färbe-, Fixier und Waschschritte wurden die Objektträger in Färberahmen gestellt 
und die Küvetten immer mit ausreichend Flüssigkeit befüllt, so dass die Objektträger gänzlich 
mit Flüssigkeit bedeckt waren. Die beiden ersten Schritte waren bei allen Färbungen gleich. 
Es wurden zunächst von jedem Ansatz jeweils drei Objektträger pro Untersuchungstag mit 
jeweils zwei Schnitten aufgetaut. Der komplette Färbevorgang fand bei Raumtemperatur 
statt. Nachdem die Schnitte an der Luft getrocknet waren, wurden sie zur Fixierung für 




15 min in die 10 % Formalinlösung gegeben, anschließend aus der Küvette herausgenom-
men, 2 x mit VE-Wasser abgespült und an der Luft getrocknet. 
 H/E: 
Diese Färbung diente der Übersicht. Bei nativem Knorpel stellen sich hier das Zellplasma 
rosa, die Zellkerne und Knorpelmatrix blau dar. 
Nach Fixierung folgte die Färbung in Hämatoxylinlösung für 10 min, kurzes Abspülen mit 
Leitungswasser und anschließendes Wässern in Leitungswasser. Dann wurden die Präpara-
te mit VE-Wasser abgespült und trockneten an der Luft. Jetzt kamen die Objektträger für 
3 min in die Eosinlösung, und auch hier folgte wieder ein Abspülen mit VE-Wasser. Direkt 
daran schloss sich die Entwässerung der Präparate über die aufsteigende Alkoholreihe für 
jeweils 10 sek pro Konzentration an, bis hin zum absoluten Alkohol, in dem für 3 min ent-
wässert wurde. Ebenfalls 3 min wurden die Präparate abschließend in Xylol gespült. Ab-
schließend wurde die Träger mit Entellan verdeckelt und ein Kürzel der Färbung auf dem 
Textfeld des Objektträgers vermerkt. 
Alzianblau: 
Mit dieser Färbung werden saure Mukopolysaccharide angefärbt. 
Die nach Formalinfixierung getrockneten Objektträger wurden hier zunächst für 30 min in 
Alzianblaulösung überführt. Es folgte eine dreifache Spülung mit VE-Wasser und die Trock-
nung der Präparate an der Luft. Danach wurden die Kerne mit Kernechtrot gegengefärbt. 
Dazu verblieben die Präparate für 10 min in Kernechtrot-Aluminiumsulfat. Wie bei der 
HE-Färbung wurden auch hier die gefärbten Schnitte mit der ansteigenden Alkoholreihe 
entwässert, getrocknet und eingedeckelt. 
Safranin-O-Lichtgrün: 
Im ersten Färbeschritt werden die Objektträger für 10 min in Eisenhämatoxylin-Lösung ange-
färbt, anschließend mit VE-Wasser gespült und dann in der HCl/EtOH-Lösung 10 bis 20 sek 
differenziert. Es folgte darauf eine Wässerung in Leitungswasser über 15 min. Anschließend 
wurde die Präparate mit VE-Wasser abgespült und zum Trocknen ausgebreitet. Im nächsten 
Färbeschritt wurden die trockenen Objektträger für 3 min in Lichtgrün-Goldener III überführt 
und nach dem Herausnehmen mit Essigsäure abgespült. Wieder mussten die Schnitte Luft 
trocknen, bevor sie im dritten Färbevorgang für 6 min in die Safranin-O Lösung überführt 
werden konnten. Abschließend fand auch hier die Entwässerung über die aufsteigende 
Alkoholreihe statt. Die Präparate wurden zuletzt noch mit Entellan eingedeckelt und beschrif-
tet. 
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3.2.4.4 Immunhistologische Färbungen 
Es wurden hier die gleichen Kryoschnitte und Positivkontrollen verwendet wie unter "Histolo-
gische Färbungen" beschrieben. Die so angefertigten Schnitte wurden ebenfalls für 2 h bei 
RT Luft getrocknet und anschließend bis zur Färbung bei -20 °C gelagert. 
Alle nachfolgenden Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer bei RT durchge-
führt. Die Vorgehensweise war bei allen immunhistologischen Färbungen identisch, sie 
unterschied sich nur in der Wahl der Antikörper. 
Durchführung: 
Alle Objektträger wurden in einem 5 minütigen in Acetonbad vorbehandelt und anschließend 
an der Luft getrocknet, die Schnitte auf den Trägern wurden mit dem DakoPen umkreist. Ein 
Vorverdau mit Chondroitinase über 30 min bei 37 °C fand nur beim C-6-S Nachweis statt. 
Dazu wurde die Chondroitinase innerhalb der, mit dem DakoPen gezogenen Umrandung 
aufgetragen, bis der gesamte Schnitt bedeckt war. Nach 30 min wurde die Chondroitinase 
abgeklopft und der Objektträger dreimal für je 3 min mit PBS gewaschen. Es folgte die Blo-
ckierung mit equinem Serum. Diese wurde bei 37 °C über 30 min vorgenommen. Das Serum 
wurde nur abgeklopft, nicht gewaschen. Darauf folgend wurden die Schnitte mit Ihren jewei-
ligen primären Antikörpern beschichtet und wieder für 30 min bei 37 °C inkubiert. Es schloss 
sich ein Waschgang an, bei dem die Objektträger dreimal für je 3 min in PBS gespült wur-
den. Dann wurden die Schnitte mit dem sekundären Antikörper beschichtet, und für 16 h bei 
4 °C gelagert. Es folgte ein dreifacher Waschgang in PBS mit je 3 min. Diesem schloss sich 
dann die Anfärbung der Matrix mit dem POX-Substrat an, bei Raumtemperatur für 10 min. 
Anschließend ein weiterer Waschgang, diesmal 3 x 3 min mit Leitungswasser. Zuletzt wur-
den die Präparate noch für 30 sek in Hämatoxylin gegeben, und abschließend mit Leitungs-
wasser vorsichtig abgeschwenkt. Nach Lufttrocknung wurden die Objektträger mit Glycerin-
gelatine eingedeckelt. 
3.2.4.5 Bestimmung des sGAG-Gehaltes in den Konstrukten mittels DMMB 
Um den Gehalt an neu gebildetem sGAG in den Konstrukten festzustellen, wurde ein 
spektrophotometrischer Dimethylmethylenblau Assay (DMMB) durchgeführt. Dazu wurden je 
Ansatz und Untersuchungstag jeweils von drei, zuvor gewogenen Konstrukten ein Viertel 
entnommen und dieses ebenfalls gewogen. Zudem wurden Proben von Leergelen genom-
men. Nach mechanischer Zerkleinerung wurde je ein 2 ml Reaktionsgefäß mit entnommener 
Probe befüllt und mit der Papain Pufferlösung zu 1,0 ml Gesamtvolumen aufgefüllt. An-
schließend wurden noch je 5 µl Papain zugesetzt und der Verdau bei 65 °C im Thermomixer 
mit 1400 rpm begonnen. Nach 16 h wurden die verdauten Proben entnommen und bis zur 
weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Nach Ende des Versuchzeitraumes wurden alle 
gesammelten Proben bei Raumtemperatur aufgetaut und mit der Papain-Pufferlösung auf 




eine einheitliche Konzentration von 122 mg verdautes Konstrukt bzw. Leergel pro 1 ml Lö-
sung verdünnt. Anschließend wurden je Chondrozytenquelle, also je Pferd, eine 
48-Well-Platte nach folgendem Schema befüllt: 
 
 
Abbildung 3-4: Befüllungsordnung der Proben zur sGAG Analyse mittels DMMB. 
   Reihe 1 und 2:Standardreihe 
   Reihe 3 und 4:Proben vom Tag 14 
   Reihe 5 und 6: Proben vom Tag 28  
 
Immer zwei Vertiefungen wurden mit jeweils 40 µl Volumen der jeweiligen standardisierten 
Verdaulösung gefüllt. Es wurde dann zu jeder Probe 500 µl DMMB Lösung zugegeben und 
anschließend sofort mit dem Safire Mikroplate Reader gemessen. Die so erhaltenen Werte 
wurden in Excel übertragen und dort wurde dann mithilfe der gemessenen Chondroi-
tin-Sulfat-Standardreihen-Werte eine Standardkurve erstellt. Mit dieser konnten dann die 
Probenwerte nach Leergelbereinigung in sGAG-Gehalte umgerechnet werden. Diese Werte 
wurden zunächst für den Gehalt der einzelnen Probe berechnet, aber auch im Bezug auf das 
komplette Konstrukt und in Form einer Konzentration (µg sGAG/mg Konstrukt) angegeben. 




Formel zur Berechnung des sGAG Gehaltes pro Probe: 
 sGag (P) = (MLG - MPr) / a (ST) [µg / ml] ~ [µg / 122 mg] 
 
Formel zur Berechnung des sGag Gehaltes pro Nassgewicht: 
 sGag (N) = sGag (P) / 122 [µg / mg] 
 
Formel zur Berechnung des sGag Gehaltes pro Konstrukt: 
 sGag (K) = sGag (P) / 122 x g(K)  [µg / Konstrukt] 
 
sGag (P)  sGag-Gehalt in 1 ml Lösung, entspricht 122 mg Konstrukt 
MLG Mittelwert aus den beiden Messwerten (Doppelbestimmung) der 
entsprechenden Leergele 
MPr   Mittelwert aus den beiden Messwerten (Doppelbestimmung) der  
   Probe 
a (ST)   Steigung der Standardkurve 
sGag (N)  sGag-Gehalt bezogen auf 1 mg Nassgewicht 
sGag (K)  sGag-Gehalt bezogen auf das ganze Konstrukt 
3.2.4.6 Vorbereitung zur qRT-PCR 
 Gesamt-RNA Isolierung 
Die Gesamt-RNAs wurden zum einen von den in Konstrukten kultivierten Zellen, zum ande-
ren jeweils von isolierten Chondrozyten aus nativem Knorpel der einzelnen Versuchstiere 
gewonnen. Hierfür wurde nach dem modifizierten Protokoll des RNeasy Kits der Firma Qia-
gen vorgegangen. Wie schon bei der Zellzahlbestimmung ging auch hier ein enzymatischer 
Verdau der Konstrukte mit Dissoziationsmedium für Konstrukte voraus. Die gewonnene 
Zellsuspension wurde direkt im Anschluss mit der Biofuge bei RT und 16.060 x g für 2 min 
zentrifugiert, dann der Überstand abgenommen. Das Pellet wurde anschließend mit 
RLT/ß-ME-Lösung resuspendiert, wobei das Volumen, abhängig von der Zellzahl, 350 µl für 
unter 5 x 106 Zellen und 600 µl für über 5 x 106 war. Anschließend wurden die Proben bei 
-80 °C gesammelt, bis die gesamte Versuchsreihe komplett war und gleichzeitig weiterverar-
beitet werden konnte. 
Hierzu wurde zunächst mit 70 %-igem DEPC-Ethanol (Diethylpyrocarbona) das jeweils vor-
handene Probenvolumen verdoppelt und gut gemischt. Das Lysat konnte sukzessive in 
700 µl Schritten auf die Spinsäulen umgesetzt werden, wobei das Reaktionsgefäß nach jeder 
Befüllung mit 16.060 x g für 15 sek bei RT zentrifugiert und der Durchfluss verworfen wurde. 
Als nächster Schritt folgte die Zugabe von 700 µl RW1 Puffer auf die Säule und erneute 




Zentrifugation. Der Durchfluss wurde zusammen mit dem Reaktionsgefäß verworfen, die 
Säule auf ein neues 2 ml Reaktionsgefäß platziert und mit 500 µl RPE Puffer befüllt, an-
schließend erneut für 15 sek bei 16.060 x g zentrifugiert; dieser Schritt wiederholt und an-
schließend der Durchfluss wieder entsorgt. Nun folgte eine weitere Zentrifugation bei Raum-
temperatur für 2 min bei 16.060 x g, deren Ziel die Trocknung der Säulenmembran war. Im 
Anschluss daran wurde die Membran mit 50 µl RNase-freiem Wasser benetzt und bei RT für 
1 min inkubiert. Die Säule wurde nachfolgend auf ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß gesetzt 
und diese Kombination erneut bei RT und 16.060 x g für 1 min zentrifugiert. Das im Reakti-
onsgefäß befindliche Eluat wurde mithilfe des Nano Drop ND-1000 Spectrophotometers auf 
seine RNA-Konzentration pro µl untersucht und anschließend zur weiteren Aufarbeitung 
verwendet.  
Alle nachfolgenden Schritte fanden auf Eis statt, die Zentrifugationsschritte bei 4 °C. Um 
sicher zu stellen, dass die späteren Auswertungen nicht durch DNA-Reste gestört werden 
würden, eliminierte man im folgenden Prozess diese durch einen DNase-Verdau. Dazu 
wurde zunächst die ermittelte RNA-Konzentration je µl auf den Gesamtgehalt der Lösung in 
µg umgerechnet, dann je µg 1 U RQ1 DNase zugegeben. Im nächsten Schritt wurde 
10 x RQ1 DNase Puffer hinzugefügt. Die Menge richtete sich nach dem Endvolumen, von 
dem es 1/10 ausmachte. Die Differenz zum Endvolumen wurde durch DEPC-H2O ergänzt 
und die so entstandene Lösung im Thermomixer comfort für 1 h bei 37 °C inkubiert. 
Danach folgte die Phenol-Extraktion, um Proteinreste zu entfernen. Dazu wurde zunächst die 
Lösung im Reaktionsgefäß mit DEPC-H2O auf ein Gesamtvolumen von 200 µl aufgefüllt. 
Dann wurde unter dem Abzug 200 µl Phenol zugegeben und das Reaktionsgefäß anschlie-
ßend unter Benutzung des Vortexers vermischt. Im Anschluss daran wurde die Suspension 
bei 4 °C für 5 min mit einer Geschwindigkeit von 10.477 x g zentrifugiert. Nun wurde die 
obere wässrige Schicht von ca. 175 µl vorsichtig abgenommen und in ein neues 2 ml Reakti-
onsgefäß umgesetzt. In das vorhergehende Reaktionsgefäß wurde nochmal DEPC-H2O 
zugegeben, dem abgenommenen Volumen entsprechend, wieder mithilfe des Vortexers 
gemischt und anschließend erneut bei 4 °C für 5 min mit 10.477 x g zentrifugiert. Erneut 
wurde die obere wässrige Schicht in das neue 2 ml Reaktionsgefäß, in das schon die erste 
wässrige Phase umgesetzt wurde, überführt.  
Für die Ethanolfällung der RNA wurden der Lösung 5 M NaCl-DEPC zugegeben, mit einem 
Volumen, das 1/10 der Lösungsmenge nach der Phenolextraktion entsprach. Anschließend 
wurden 3 x das Ausgangsvolumen an 99,8%-igem Ethanol zupippetiert und die komplette 
Lösung gut durchgemischt. Die Ausfällung der RNA erfolgte bei -80 °C über Nacht. 
Dann wurde durch Zentrifugation bei 4 °C für 20 min mit 16.060 x g die Ethanolphase abge-
trennt, entnommen und verworfen. Das abgesetzte Pellet wurde mit 1 ml 75 %-igem Ethanol 
resuspendiert und erneut zentrifugiert bei 4 °C für 10 min mit 16.060 x g. Die Ethanolphase 
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wurde wieder entnommen und verworfen und das Pellet  luftgetrocknet. Im letzten Schritt 
wurde das Pellet nun in 12 µl DEPC-H2O gelöst und abschließend die RNA Konzentration 
mithilfe des Nano Drop ND-1000 Spektrophotometers bestimmt. Der Messung ging eine 
Kalibrierung mit DEPC-H2O vorweg. Neben der RNA-Konzentration pro µl ermittelt das Pro-
gramm auch die erlangte Reinheit des vorliegenden RNA-Pellets. Dazu wurden Messungen 
bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum der RNA, aber auch bei 230 nm und 280 nm durch-
geführt und Quotient der Messungen 260/230 und 260/280 errechnet. Lagen diese Werte 
zwischen 2,0 und 2,2, so galt die RNA als rein. Lag der Wert darunter, so bedeutete dies bei 
260/230 eine Verunreinigung mit organischen Kontaminanten, wie Phenolen, oder anderen 
Reagenzien der RNA Extraktion, bei 260/280 mit Proteinen. 
 Synthese der cDNA 
Zu Beginn wurde jeweils das Volumen der aufbereiteten RNA-Lösung entnommen, das 
1 µg RNA enthielt, und in je ein 0,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert. Dazu wurde 1 µl Oli-
go(dT)-Primer zugegeben und mit DEPC-H2O auf 10 µl aufgefüllt. Diese vorbereiteten Reak-
tionsgefäße wurden im vorgeheizten Thermocycler bei 70 °C für 10 min inkubiert, um die 
Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen. Unterdessen wurde der Mastermix einmalig für alle 
Proben vorbereitet.  
Er bestand je Probe aus folgenden Anteilen: 
 
4,0 µl dNTP-Mix 
4,0 µl 5 x First Strand Puffer 
0,5 µl RNase Inhibitor 
1,0 µl M-MLV Reverse Transkriptase 
0,5 µl DEPC-H2O     
10,0 µl Mastermix cDNA 
 
Nach der Inkubation wurden die Reaktionsgefäßen mit 1 µg RNA direkt auf Eis gelagert. Es 
wurde jeweils 10 µl des Mastermixes zugegeben und anschließend kurz mit dem Vortexer 
vermischt. Im letzten Schritt, der Inkubation im Thermocycler TC-312 bei 37 °C für 75 min, 
fand die eigentliche Umschreibung der mRNA (Messenger RNA) in cDNA statt. Die Proben 
wurden im Anschluss entweder direkt der Polymerasekettenreaktion (PCR) zugeführt oder 
bei -20 °C zwischengelagert. 
 Primerpaaroptimierung für qRT-PCR 
Um die optimale Kombination aus forward (fw) und reverse (rv) Primerkonzentration zu 
ermitteln, wurde ein seperater qRT-PCR Testlauf pro Primer durchgeführt. Die hierfür ver-
wendete cDNA stammte aus isolierten Chondrozyten des nativen Knorpels. Alle folgenden 




Arbeitschritte fanden auf Eis statt. Zunächst wurde von jedem Primerpaar, sowohl von fw, als 
auch von rv, Verdünnungen der Stärke 1, 2, 3 µM in 0,2 ml Reaktionsgefäßen hergestellt.  
Dann wurde der Mastermix im 1,5 ml Tube vorbereitet, der sich pro Probe wie folgt zusam-
mensetzte: 
 12,5 µl SYBR Green PCR Master Mix 
 0,5 µl cDNA 
 7,0 µl DEPC-H2O     
 20,0 µl Mastermix Primeroptimierung 
 
Mit Hilfe des Pipettierroboters wurden dann in die 0,1 ml PCR Reaktionsgefäße je 2,5 µl der 
Primerverdünnungen untereinander kombiniert, so dass die neun, in Tab. 2 aufgeführten 
Varianten zustande kamen. Dieses Prozedere wurde für jedes Primerpaar separat durchge-
führt.  
 
Tabelle 3-3:  Übersicht der Primerkonzentrationskombinationen 
 
   Es wurde jeweils der fw-Primer in verschiedenen Konzentrationen mit den 
   verschiedenen rev-Primerkonzentrationen eines Primerpaares kombiniert und 
   anschließend in einem qRT-PCR Probedurchlauf getestet.  
 
Alle Kombinationen wurden doppelt hergestellt, und abschließend wurden ihnen jeweils 20 µl 
Mastermix zupipettiert. Die Negativprobe (No Template Control, NTC) wurde separat ange-
mischt; hier wurde die cDNA durch DEPC-H2O ersetzt. 
Anschließend wurden alle 0,1 ml Reaktionsgefäße verschlossen, im Rotor des PCR Cyclers 
fixiert und die PCR gestartet. Diese setzte sich wie folgt zusammen: 
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 - 2 min  50 °C 
 - 3 min   95 °C Denaturierung 
 - 42 Zyklen mit je - 30 sek 95 °C Denaturierung 
    - 30 sek 60 °C Primeranlagerung 
    - 30 sek 72 °C Elongation 
    - 20 sek 85 °C Auslesen 
 - Schmelzanalyse beginnend bei 70 °C für 45 sek, dann Erhöhung um je 1 °C alle 
5 sek bis zu einer Endtemperatur von 95 °C 
 
Bei der Auswertung zur optimalen Primerkombination wurden sowohl die take off Werte der 
Einzelmessungen als auch die take off Mittelwerte der jeweiligen Doppelbestimmungen 
berücksichtigt. Zudem sind in die Bewertung die einzelnen Amplifikationsraten und auch hier 
ihre Mittelwerte herangezogen worden. Alle take off und Amplifikationswerte wurden dem 
vergleichenden Auswertungsbericht des entsprechenden PCR Probelaufs entnommen.  
Die in den folgenden quantitativen qRT-PCR-Läufen, eingestellten Auslesetemperaturen der 
jeweiligen Primer wurden mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse, die das Programm Rotor-
Gene zusätzlich erstellte, ermittelt. Als ideale Auslesetemperatur wurde diejenige angese-
hen, die sich im Kurvenverlauf direkt vor dem Anstieg zum finalen Peak befand. 
3.2.4.7 Durchführung der qRT-PCR 
Es erfolgte pro Individuum und nachzuweisendem Gen je ein Lauf mit 50 Reaktionsgefäßen. 
Diese Anzahl setzte sich zusammen aus 3 Standardproben, 2 NTC, einer Probe mit Trizol 
aufbereiteten Zellen (nicht mit in die Auswertung eingegangen), einer Probe mit Chondrozy-
ten cDNA aus 24 h Kollagenaseverdauter Knorpelmatrix, je 3 Proben aus VB- und BP-
Konstrukten Tag 1, sowie je 3 Proben VB und BP vom Tag 14 und Tag 28. Alle 26 Proben 
lagen in doppelter Ausführung vor. Zunächst wurde ein 96-iger Well Rack für 0,2 ml Reakti-
onsgefäße auf Eis gekühlt. Die Primerpaare wurden in der, jeweils für sie, als optimal festge-
stellten Konzentrationskombination verwendet und direkt dem Mastermix zugegeben.  
Dieser setzte sich pro Probe wie folgt zusammen: 
 
 12,5 µl SYBR Green PCR Master Mix 
 2,5 µl fw Primer 
 2,5 µl rv Primer 
 7,0 µl DEPC-H2O     
 24,5 µl Mastermix qRT  
 
Die cDNAs der Standardreihe, der gesammelten Proben und der Positiv- und Negativkontrol-
len lagen in den 0,2 ml Reaktionsgefäßen vor und wurden vom Pipettierroboter zu je 0,5 µl 




mit je 24,5 µl aus dem Mastermix zu 25 µl Gesamtreaktionsvolumen in die 0,1 ml Reaktions-
gefäße gefüllt. Die fertigen, befüllten Reaktionsgefäße wurden anschließend im Rotor des 
PCR Cyclers fixiert. Bevor der Lauf beginnen konnte, wurden den Proben im Programm noch 
Kennzeichen zur Identifikation zugeordnet. Außerdem wurde im Softwareprogramm angege-
ben, welche Reaktionsgefäße Negativ, also ohne cDNA, sind, welche der Standardreihe, mit 
bekannten cDNA Gehalten angehören, und welche eine unbekannte Menge an cDNA enthal-
ten. Die mitgeführte Standardreihe war notwendig, um die direkt ermittelten Fluoreszenzen 
anschließend quantifizieren zu können. Der genaue Ablauf der qRT-PCR folgt dem folgen-
den Grundschema, wobei die Auslesetemperatur vom jeweiligen Primerpaar abhängig war. 
 
Allgemeines Schema: 
• Vorlauf   50 °C 2 min 
• Initiale Denaturierung: 95 °C 3 min 
• 45 Zyklen mit je:  Denaturierung  95 °C 30 sek 
Annealing  60 °C 30 sek 
Elongation   72 °C 30 sek 
Auslesen Temperatur abhängig von Pri-
merpaar, je 20 sek 
• Finale Schmelzung  70 °C 45 sek, 




Auslesetemperatur:  81 °C 
 
Aggrekan 
Auslesetemperatur:  83 °C 
 
 Kol I 
Auslesetemperatur:  82 °C 
 
 Kol II 
Auslesetemperatur:  79 °C 
 
Die Software errechnete aus den gemessenen Fluoreszenzintensitäten mit Hilfe der Stan-
dardreihe und des jeweiligen erhobenen Ct Wertes die Anzahl an Kopien spezifischer 
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cDNA-Sequenzen jeder einzelnen Probe, die zu Beginn der PCR vorgelegen hatte. Diese 
Werte wurden zur weiteren Auswertung in Excel (Microsoft) übertragen. Dort wurden die 
jeweiligen Mittelwerte der Doppelbestimmungen berechnet und anschließend zu den ent-
sprechenden Mittelwerten des Housekeeping Gens S-18 ins Verhältnis gesetzt. Aus den nun 
entstandenen relativen Werten konnten anschließend in SPSS verschiedene Vergleiche 
gezogen werden, zum einen die Genexpression der Zellen im Konstrukt im Gegensatz zu 
den nativen Chondrozyten, zum anderen innerhalb einer Konstruktart zwischen den einzel-
nen Individuen und auch die VB- gegen die BP-Konstrukte selbst. Neben all diesen Gegen-
überstellungen konnten auch die Veränderungen der Genexpression im zeitlichen Verlauf 
dargestellt werden.  
3.2.4.8 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit der Statistiksoftware SPSS 15 durch-
geführt.  
In einem ersten Schritt wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test untersucht, ob eine Normalvertei-
lung der Ergebnisse vorlag. Dieser Test wurde aufgrund der kleinen Stichprobenmenge 
gewählt. In einem zweiten Analyseschritt ermittelte man mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests, 
ob innerhalb der Ergebnisse signifikante Unterschiede bestehen. Da die Ergebnisse aller 
Untersuchungen nicht normal verteilt waren, musste zur Überprüfung auf signifikante Unter-
schiede zwischen den Einzeltieren, als auch zwischen den beiden Gruppen der Mann-
Whitney-Test verwendet werden. Ebenfalls mit dem Mann-Whitney-Test wurden die Ergeb-
nisse auf signifikante Differenzen über den Kultivierungszeitraum und jeweils im Bezug zu 
den Referenzwerten aus nativen Knorpelzellen überprüft. 
Die Kennzeichnung war wie folgt: 
p ≤ 0,05 (signifikant) 
p > 0,05 (nicht signifikant) 





4.1 Zellularität im Spenderknorpel 
Die festgestellte Zelldichte der Chondrozyten im nativen, vollschichtigen Gelenkknorpel 
betrug von minimal 12,6 ± 0,5 x 106 bis maximal 22,3 ± 1,3 x 106 Zellen pro Gramm Knorpel 
(ZZ/g). Die Mittelwerte der einzelnen Tiere sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. 
 








ZZ [ x 106] 
 
Mittelwert 
Zelldichte [ x 106 ZZ/g] 
T 1 0,161 2,0 12,6 ± 0,5 
T 2 0,100 1,5 14,7 ± 0,5 
T 3 0,086 1,9 22,3 ± 1,3 
T 4 0,074 1,6 21,6 ± 3,8 
   Zellzahl pro Gramm nativem equinem Knorpel der Spendertiere (n=4). 
 
Trägt man die erhaltenen Werte gegen das Alter der Spendertiere auf, so ergibt sich der in 
Abb. 4-1 dargestellte Graph. Aus diesem ist erkennbar, dass Zelldichte und Tieralter in nega-
tiver Korrelation zueinander stehen. Die höchsten Zelldichten, 22,3 ± 1,3 x 106 ZZ/g und 
21,6 ± 3,78 x 106 ZZ/g, wurden bei T 3 und T 4 gefunden. Diese befanden sich mit einem 
Alter von zwei Jahren noch im Wachstum und waren die jüngsten Spender. Bei dem dreijäh-
rigen T2, zeigt sich bereits eine sehr viel geringere Zellularität mit 14,7 ± 0,5 x 106 ZZ/g. 






















T1 T2 T3 T4
 
Abbildung 4-1: Darstellung der Knorpelzellzahl in Abhängigkeit des Pferdealters. 
   Zellzahl pro Gramm nativer Knorpel in Altersabhängigkeit (n=4) 
 
4.2 Makroskopische Eigenschaften der Konstrukte  
4.2.1 Durchmesser  
Die Durchmesser der VB-Konstrukte, so auch jener auf BP-Basis, unterlagen einer starken 
Schrumpfung, dargestellt in der Abb. 4-2. Durch die Formvorgabe betrug der Durchmesser 
bei der Herstellung 35,0 mm. Dieser belief sich bei den gemessenen VB-Konstrukten im 
Median auf 32,0 mm, bei den BP-Konstrukten bereits nur noch auf 25,0 mm (Tag 1). Beide 
Konstrukttypen schrumpften signifikant weiter auf 17,0 mm bei VB und 18,0 mm bei BP 
(Tag 14). Die Mediane der Durchmesser lagen zuletzt bei 15,5 mm in den VB-Konstrukten 
und 16,5 mm bei den BP-Konstrukten (Tag 28). Auch dies stellt eine signifikante Verkleine-
rung dar. Zu allen drei Untersuchungszeitpunkten unterschieden sich die Werte der 
VB-Konstrukte zu denen aus BP signifikant. Eine Darstellung der Einzeltiere befindet sich im 
Anhang I.I. 






Abbildung 4-2: Darstellung der Konstruktdurchmesser über die 28-tägige Kultivierung 
 (n=4). 
   * * Signifikanter Unterschied der Expression zwischen den indizierten Messta
   gen,(p ≤ 0,05) 
   # Signif ikanter Unterschied zwischen VB- und BP-Konstrukten (p ≤ 0,05). 
   + + Signifikanter Unterschied zu Tag 0 (p ≤ 0,05) 
 
4.2.2 Höhe 
Über den Kultivierungszeitraum erfolgte die Höhenentwicklung analog der des Durchmes-
sers. Von einer Anfangshöhe von 4,7 mm nahm der Wert (Median) der Höhe bei VB-
Konstrukten auf 3,5 mm (Tag 1), dann signifikant 1,8 mm (Tag 14) und schließlich auf 
2,0 mm (Tag 28) ab. Bei den Konstrukten auf BP-Basis fiel der Median der Konstrukte von 
3,0 mm (Tag 1), signifikant auf 2,0 mm (Tag 14) und blieb zwar bei 2,0 mm (Tag 28) kon-
stant, unterschied sich aber in der Gesamtheit der Werte signifikant zum Tag 14. Ein signifi-
kanter Unterschied der Höhe zwischen den beiden Konstruktarten war am Tag 1 und 14 fest 
zu stellen. Eine Darstellung der Einzeltiere befindet sich im Anhang I.II  
4.2.3 Nassgewicht 
Der Ausgangswert des Nassgewichtes wurde vereinfacht mit 4.500 mg angenommen, da die 
Konstrukte ein Herstellungsvolumen von 4,5 ml hatten. Alle weiteren Werte an Tag 1, 14 und 
28 ermittelte man durch Wiegen. Wie aus der Abb. 4-3 ersichtlich, verlieren die VB-
Konstrukte in den ersten 24 Stunden bereits mehr als 52 % Prozent ihres Nassgewichtes. 
Am Tag 14 beläuft sich der Median nur noch auf knapp 11 % des Ausgangswertes, bleibt auf 
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entsprechen noch 9,4 % des Ausgangswertes. Dieselbe Entwicklung ist auch bei den BP-
Konstrukten vorhanden. Allerdings ist hier die Abnahme des Nassgewichtes am ersten Tag 
noch ausgeprägter, so dass sich das Nassgewicht nur noch auf 21,4 % (Tag 1) des Aus-
gangsgewichtes belief. Die weitere Reduktion fand dann im Gegensatz zu den VB-
Konstrukten etwas verlangsamt statt. Auch hier nur noch wenig Gewichtsverlust in den letz-
ten beiden Wochen. Die Nassgewichtsabnahme ist über den gesamten Kultivierungszeit-
raum bei VB- und BP-Konstrukten signifikant. Die beiden Konstrukttypen unterscheiden sich 
ebenfalls zu allen Messtagen signifikant voneinander. 
 
 
Abbildung 4-3: Darstellung der Nassgewichtsentwicklung der Konstrukte über die 
   28-tägige Kultivierung (n=4). 
   * * Signifikanter Unterschied der Expression zwischen den indizierten Messta
   gen,(p ≤ 0,05) 
   # Signifikanter Unterschied zwischen VB- und BP-Konstrukten (p ≤ 0,05). 
   + + Signifikanter Unterschied zu Tag 0 (p ≤ 0,05) 
4.3 Zellzahlentwicklung und Zellvitalität 
4.3.1 Zellzahl pro Konstrukt 
Bei der Herstellung wurden in ein Konstrukt jeweils 3,0 x 106 vitale Chondrozyten eingesät. 
Wie in der Abb. 4-4 dargestellt, waren die ZZs der VB-Konstrukte im Median zum Tag 1 hin 
stabil, mit 2,93 x 106 Chondrozyten. Am Tag 14 zeigten sie bereits einen signifikanten Zu-
wachs auf 5,24 x 106 Zellen pro Konstrukt. Und dieser Wert steigerte sich zum Tag 28 weiter 
auf einen Median von 5,46 x 106 Chondrozyten. Dies entspricht einer Zunahme von 81 % im 




















in VB-Konstrukten (Anhang II.I.I), so zeigt die Entwicklung am Tag 1 bei zwei der vier Ansät-
zen (T 1, T 4) zunächst einen leichten Rückgang, während die beiden anderen (T 2, T 3) hier 
schon ansteigende, absolute Werte aufwiesen. Vom Tag 1 an stiegen die ZZ der VB-
Konstrukte bei allen vier Spendern zunächst zum Tag 14 und dann darüber hinaus auch zum 
Tag 28. Ein ähnlicher Trend war auch bei den Ansätzen in BP zu verzeichnen, wobei hier 
zum Tag 1 die ZZs in allen Konstrukten zunächst zurückgingen, mit einem Median von 
1,89 x 106 Zellen. Im Anschluss stiegen sie auf medial 3,21 x 106 Chondrozyten an. Der 
Median lag zu am Tag 28 bei 3,08 x 106 Knorpelzellen pro BP-Konstrukt, ist also etwas 
niedriger als noch am Tag 14. Dies ist mit der hohen individuellen Streuung zu erklären. 
Gegenüber Tag 1 entspricht dies einer Steigerung der ZZ um 63 %. Die ZZ Dichten der 
beiden Konstruktarten unterschieden sich am Tag 1, Tag 14, als auch am Tag 28 signifikant 
voneinander. Im Anhang II.I befindet sich die graphische Darstellung der Einzeltiere zur 





Abbildung 4-4: Darstellung der Zellzahl pro Konstrukt über die 28-tägige Kultivierung 
   (n=4). 
   * * Signifikanter Unterschied der Expression zwischen den indizierten Messta
   gen (p ≤ 0,05) 
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4.3.2 Zellzahl pro Nassgewicht 
Da bei der Herstellung 3,0 x 106 Zellen in ein Konstruktvolumen von 4,5 ml resuspendiert 
wurden, lag die Einsaatdichte bei 0,67 x 106 ZZ/g Konstrukt. Der weitere Verlauf dieser, auf 
das Nassgewicht bezogenen ZZs, wurde ebenso, wie die absoluten Werte bestimmt und 
ausgewertet, dargestellt in Abb. 4-5. Bei den VB-Konstrukten lag der Median der ZZ/g am 
Tag 1 bereits bei 1,32 x 106 ZZ/g, stieg zum Tag 14 signifikant weiter auf 10,56 x 106 ZZ/g 
und erreichte am Tag 28 sogar signifikant erhöhte 11,62 x 106 ZZ/g. Zwischen den Werten 
der einzelnen Ansätze ist die Varianz allerdings sehr groß, was sich in den ausgedehnten 
Boxplots bemerkbar macht. Trotzdem ist in allen VB-Ansätzen der gleiche zunehmende 
Trend erkennbar. Ein ähnliches Verhalten liegt auch bei den BP-Konstrukten vor. Auch wenn 
hier die Zelldichtenzunahme nicht ganz so stark ausgeprägt ist, so steigt sie doch durchge-
hend signifikant an, mit Medianen von 2,03 x 106 ZZ/g (Tag 1), auf 4,70 x 106 ZZ/g (Tag 14) 
und 5,62 x 106 ZZ/g (Tag 28). Vergleicht man die Werte der VB-Konstrukte mit denen aus 
BP, so wird, mit Ausnahme von Tag 1, deutlich, dass die ZZ/g bei VB-Konstrukten signifi-
kant, mit 125 % (Tag 14) und 107 % (Tag 28), über den der BP-Konstrukte liegen. Die Dar-




Abbildung 4-5: Darstellung der Zellzahl pro Nassgewicht über die 28-tägige Kultivierung 
   (n=4). 
   * * Signifikanter Unterschied der Expression zwischen den indizierten Messta
   gen,(p ≤ 0,05) 




















4.3.3 Vitalität der Chondrozyten im Konstrukt 
Um die Vitalität der Zellen im Konstrukt anschaulich darzustellen, wurde die Lebend/Tot 
Färbung durchgeführt. Das Zytoplasma lebender Chondrozyten wird bei dieser Färbung grün 
angefärbt, das toter Zellen hingegen bleibt farblos. Der Zellkern der toten Chondrozyten färbt 
sich durch Ethidiumbromid rot an. In Abb. 4-6 ist jeweils exemplarisch die Färbung eines VB-
Konstruktes am Tag 14 (Abb. 4-6 A) und am Tag 28 (Abb. 4-6 C) dargestellt. Zu sehen sind 
die einzelnen, im Konstrukt homogen verteilten, Chondrozyten, überwiegend mit grün gefärb-
tem Zytoplasma. Am Tag 14 sind im Bereich der Konstruktmitte einige rote Zellkerne toter 
Zellen erkennbar. In den Konstrukten auf BP-Basis (Abb. 4-6 C, D) sind die Zellen insgesamt 
klarer darstellbar, da das Konstrukt selbst weniger störenden Hintergrund besitzt. Die Vertei-
lung der Chondrozyten ist auch hier homogen über die gesamte Fläche verteilt. Mit dieser 
Färbung stellte man die hohe Vitalität qualitativ dar, welche durch die quantitative Bestim-
mung, mit erhoben im Zuge der Zellzahlbestimmung, siehe 4.3.1, verifiziert werden konnte. 
Dabei wurden die lebenden Chondrozyten aus den enzymatisch verdauten Konstrukten von 
den toten getrennt ausgezählt und anschließend ihr Verhältnis bestimmt. Hier war der Anteil 
der vitalen Zellen bei allen Konstrukten und zu jedem Untersuchungszeitpunkt über 95 %. 
VB BP 
 
Abbildung 4-6: Aufnahmen von Vitalitätsfärbungen der Knorpelzellen in den beiden 
   Konstrukttypen, exemplarisch  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   Die Chondrozyten sind homogen verteilt, das Zytoplasma der vitalen Zellen 
   stellt sich grün gefärbt dar. Kerne toter Chondrozyten sind rot angefärbt. 
   A, C VB-Konstrukte am 14.Tag und 28.Tag 
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4.4 Histologische Färbungen  
4.4.1 Hämatoxilin-Eosin (HE) 
Bei der HE Färbung werden basophile Strukturen durch Verwendung des Hämalaun blau 
angefärbt. Dies sind im Falle des nativen Knorpels und der Konstrukte vor allem die Zellker-
ne. Acidophile Strukturen hingegen werden mit Eosin rot angefärbt. In der Abb. 4-7 ist nativer 
Knorpel (Abb. 4-7 A) nach HE-Färbung als Positivkontrolle, sowie je ein zellfreies VB- 
(Abb. 4-7 B) und ein BP-Konstrukt (Abb. 4-7 C) dargestellt. Gut zu erkennen sind im nativen 
Knorpelpräparat die dunklen Vorhöfe um die Chondrozyten, sowie die basophile, sich milchig 
rosa anfärbende, EZM. Da die Kollagenfasern maskiert sind, können sie in dieser Färbung 
nicht dargestellt werden. Die zellfreien VB- und BP-Konstrukte sind nur sehr schwach azi-
dophil angefärbt.  
 
Abbildung 4-7: Aufnahmen HE-gefärbter Schnitte  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A: Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat  
   B: zellfreies VB-Konstrukt  
   C: zellfreies BP-Konstrukt 
 
Abb. 4-8 zeigt in der linken Spalte die HE-Färbung an jeweils einem VB-Konstrukt der vier 
Tiere (Abb. 4-8 A-D) am Untersuchungstag 28. Diese Darstellung wurde gewählt, um einen 
Überblick über die Zellverteilung und Morphologie der Chondrozyten zu geben, sowie eine 
Aussage zur Basophilie der knorpelzellumgebenden Matrix zu treffen. Die Chondrozyten 
liegen in den Konstrukten gleichmäßig verteilt vor. Ihre morphologische Gestalt ist rund, und 
ihre Kerne färben sich dunkelblau an. Eine Gruppenbildung von mehreren Knorpelzellen ist 
ebenso wenig zu erkennen wie eine Ausrichtung der Chondrozyten im Konstrukt. Umgeben 
werden diese Zellen von einer netzartigen (Abb. 4-8 B-C) bis homogenen (Abb. 4-8 A) extra-
zellulären Matrix, die sich im Gegensatz zur territorialen Matrix des nativen, hyalinen Knor-
pels weniger basophil anfärbt. Ebenfalls in der Abb. 4-8 sind in der rechten Spalte die 
HE-Färbungen des Untersuchungstag 28 von BP-Konstrukten (Abb. 4-8 E-H) dargestellt. Die 
Morphologie der Chondrozyten ist hier ebenfalls rund und ihre Verteilung homogen. Auch 
hier liegen die Chondrozyten, umgeben von einem eosinophil angefärbten Netz vor. Wie 
auch bei den VB-Konstrukten ist hier keine Gruppenbildung vorhanden, und eine Zellausrich-
tung der Chondrozyten ist nicht erkennbar. 





Abbildung 4-8: Aufnahmen von HE-gefärbten Konstrukten am Tag 28  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   Die Knorpelzellen sind in allen Konstrukten homogen verteilt, morphologisch 
   stellen sie sich rund dar. Das zellumgebende Material zeigt weniger basophi
   len Charakter als die EZM des nativen Präparates. 
   A-D: VB-Konstrukte T 1-4  
   E-F: BP-Konstrukte T 1-4  
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4.4.2 Alzianblau-Kernechtrot (AL) 
Bei der Alzianblaufärbung werden SGAGs nachgewiesen. Diese stellen sich im histologi-
schen Präparat blau dar. Die Zellkerne werden durch die Kernechtrot Gegenfärbung rot 
angefärbt. Alle anderen Strukturen zeigen sich rosa. In der Abb. 4-9 ist der native Knorpel 
des Pferdes (Abb. 4-9 A) als Positivkontrolle und Standard dargestellt Gut zu erkennen sind 
die blau angefärbte EZM, sowie die rot gefärbten Zellkerne. Um eine mögliche Beeinflussung 
der Färbeergebnisse durch VB- oder BP-Bestandteile zu detektieren, wurden jeweils ein 
zellfreies VB- (Abb. 4-9 B) und ein BP-Konstrukt (Abb. 4-9 C) als Negativkontrolle mitgefärbt. 
Diese zeigen sich in leichtem rosa, es sind hier keine sGAGs nachweisbar.  
 
Abbildung 4-9: Aufnahmen Alzianblau-Kernechtrot-gefärbter Schnitte  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A: Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat  
   B: zellfreies VB-Konstrukt  
   C: zellfreies BP-Konstrukt 
 
In Abb. 4-10, linke Spalte, ist je Tier eine Alzianblau gefärbte Probe aus VB-Konstrukten 
(Abb. 4-10 A-D) am Tag 28 zu sehen. Wie auch beim nativen Präparat ist hier das die 
Chondrozyten umgebende Konstrukt blau angefärbt, und somit ein Nachweis für vorhandene 
sGAGs. Die nahezu homogen verteilten Zellkerne sind rot gefärbt erkennbar. Die rechte 
Spalte zeigt die histologischen Präparate von BP-Konstrukten (Abb. 4-10 E-H) in Alzianblau, 
ebenfalls Tag 28. Hier ist ein ähnliches Bild zu erkennen, wie auch bei den VB-Konstrukten. 
Die Zellkerne sind rot. Auch wenn sich die Chondrozyten umgebende Matrix hier nicht so 
stark blau angefärbt darstellt, wie bei nativem Knorpel oder auch den VB-Konstrukten, so ist 
eine Blaufärbung doch in allen Schnitten erkennbar. 





Abbildung 4-10:  Aufnahmen von Alzianblau-Kernechtrot gefärbten Konstrukten  
   am Tag 28 (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   Das sich kräftig blau darstellende zellumgebende Material der VB-Konstrukten 
   (A-D) weist sGAG nach. Die BP-Konstrukte (E-H) zeigen eine nur sehr  
   schwache Anfärbbarkeit. 
   A-D: VB-Konstrukte T 1-4  
   E-F: BP-Konstrukte T 1-4  
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4.4.3 Safranin-O-Lichtgrün (SO) 
Die Färbung mit Safranin-O ist ebenfalls ein Nachweis für sGAG, die sich im histologischen 
Präparat rot färben. Zytoplasma und Bindegewebe werden hierbei in einem weiteren Schritt 
mit Lichtgrün gegengefärbt, die Zellkerne stellen sich schwarz dar. In der Abb. 4-11 ist als 
Standard wieder der native Pferdeknorpel (Abb. 4-11 A) dargestellt, sowie auch die zellfreie 
VB- und BP-Konstrukte (Abb. 4-11 B, C) als Negativkontrollen. 
 
Abbildung 4-11:  Aufnahmen SO-gefärbter Schnitte  
 (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A: Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat  
   B: zellfreies VB-Konstrukt  
   C: zellfreies BP-Konstrukt 
 
In der Färbung der histologischen Schnitte mit SO-Lichtgrün, Abb. 4-12, war die Anfärbbar-
keit physiologischer Matrixbestandteile kaum vorhanden. In der linken Spalte sind die VB-
Konstrukte (Abb. 4-12 A-D) am Tag 28 dargestellt. Das zellumgebende Gewebe färbte sich 
stark grün an. Wie auch bei der HE-Färbung unterscheiden sich die einzelnen VB-
Konstruktpräparate durch ihre Struktur, von homogen (Abb. 4-12 A) bis hin zu grob netzartig 
(Abb. 4-12 B-D). In der rechten Spalte sind die Präparate der BP-Konstrukte (Abb. 4-12 E-H) 
dargestellt. Auch hier ist die zellumgebende Matrix kräftig grün gefärbt. Ihre Formation ist 
verglichen mit der, der VB-Konstrukte ebenfalls netzartig, jedoch von etwas lockerer Struktur. 
Allen Färbungen ist die starke homogene Grünfärbung gemein. Diese deutet auf überwie-
gend Bindegewebsbildung von sehr stark vermindertem sGAG-Anteil hin. Die Zellkerne sind 
teilweise nur schwer erkennbar (Abb. 4-12 B, C, F, G). Das Vorhandensein von sGAG konn-
te mit dieser Färbung nicht nachgewiesen werden. 





Abbildung 4-12: Aufnahmen von SO-Lichtgrün gefärbten Konstrukten am Tag 28 
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   Alle Konstrukte zeigen sich homogen grün eingefärbt, Anzeichen für einen 
   geringen sGAG Gehalt. 
   A-D: VB-Konstrukte T 1-4  
   E-F: BP-Konstrukte T 1-4  
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4.5 Immunhistochemische Färbungen 
4.5.1 Aggrekan 
Mit 85 % ist Aggrekan das wichtigste Proteoglykan des Gelenkknorpels. Dieses wurde mit 
IHC Färbung nachgewiesen. In der Abb. 4-13 ist in der linken oberen Darstellung der native 
Knorpel gezeigt (Abb. 4-13 A), rechts daneben in zweiter Spalte folgen jeweils eine exempla-
rische Aufführung eines VB-Konstruktes vom Tag 14 (Abb. 4-13 B) in der oberen Zeile und 
darunter vom Tag 28 (Abb. 4-13 D), sowie die eines BP-Konstruktes vom Tag 14 (Abb. 4-
13 C) und 28 (Abb. 4-13 E) in der dritten Spalte ganz rechts. Aggrekan ist im nativen Knorpel 
am stärksten nachweisbar. Die Farbverteilung im nativen Knorpel zeigt, dass die Konzentra-
tion von Aggrekan direkt um die Chondrozyten am höchsten ist. Bei den Konstrukten, sowohl 
VB als auch BP, zeigt sich ein sehr ähnliches Bild. Der positive Nachweis an Aggrekan zeigt 
eine braune netzartige Struktur, mit einer Deckung von 40-60 %. Vergleicht man die VB- mit 
den BP-Präparaten, so lässt sich erkennen, dass BP engmaschiger und intensiver angefärbt 
wurde. 
 
Nativ VB BP 
 
 
Abbildung 4-13: Aufnahmen der IHC Färbung gegen Aggrekan  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A:  Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat 
   B, D: VB-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
   C, E: BP-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
 





Da C-4-S ein Hauptbestandteil des Aggrekans ist, ist sein Nachweis ebenfalls interessant. 
Wie auch schon bei Aggrekan ist die höchste Konzentration des C-4-S im Knorpelpräparat 
(Abb. 4-14 A) in Chondrozytennähe zu finden. Die immunhistochemischen Darstellungen der 
Konstruktproben ähneln ebenfalls denen des Aggrekannachweises. Auch hier liegt eine 
netzartige Anordnung dieses GAGs vor. Der Nachweis ist in allen Konstruktproben (Abb. 4-
14 B-E) positiv, zu erkennen an der Braunfärbung. 
 
Nativ VB BP 
 
Abbildung 4-14: Aufnahmen der IHC Färbung gegen C-4-S  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A:  Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat 
   B, D: VB-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
   C, E: BP-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
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4.5.3 Chondroitin-6-Sulfat  
Ebenso wie C-4-S ist C-6-S eine häufige Komponente des Aggrekans. Das immunhistoche-
mische Bild des nativen Knorpels zeigt eine erhöhte Konzentration des C-6-S um die 
Chondrozyten. Die Schnitte der Konstruktproben (Abb. 4-15 B-E) zeigen, wie auch schon bei 
Aggrekan und C-4-S, weitestgehend eine netzartige Anordnung. Die Intensität des braunen 
Farbumschlages ist sowohl bei VB, als auch bei BP am Tag 28 (Abb. 4-15 D, E) höher als 
am Tag 14 (Abb. 4-15 B, C). 
 
Nativ VB BP 
 
Abbildung 4-15: Aufnahmen der IHC Färbung gegen C-6-S  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A:  Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat 
   B, D: VB-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
   C, E: BP-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
 





Cartilage oligomeric matrix protein, COMP, ist ein Protein, aufgebaut als komplexes Gitter-
werk, das im nativen Knorpel in der EZM zu finden ist. Im Gegensatz zu den vorangegange-
nen sGAG ist eine Konzentration dieses Proteins im Zellzwischenraum des nativen Präpara-
tes zu erkennen (Abb. 4-16 A). Die VB- (Abb. 4 16 B, D), wie auch die BP-
Konstruktpräparate (Abb. 4-17 B, E) zeigen eine moderate Anfärbung in lockerer Netzstruk-
tur an beiden Untersuchungstagen an. Es ist kein auffallender Unterschied zwischen den 
beiden Konstrukttypen zu verzeichnen. 
 
Nativ VB BP 
 
 
Abbildung 4-16: Aufnahmen der IHC Färbung gegen Cartilage Oligomeric Matrix Protein  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A:  Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat 
   B, D: VB-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
   C, E: BP-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
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4.5.5 Kollagen Typ II  
Kol II ist mit 95 % des Gesamtkollagengehalts der wichtigste und charakteristischste Kolla-
gentyp des hyalinen Knorpels. Im nativen Knorpelgewebe nimmt der Gehalt an Kol II zur 
Gelenkfläche hin zu. Er gibt dem Gewebe Struktur und Festigkeit. In diesem nativen immun-
histochemischen Präparat (Abb. 4-17 A) ist keine zonale Gliederung erkennbar. Um die 
Knorpelzellen herum zeigt sich die Kol II Konzentration jedoch erhöht. In allen Schnitten der 
Konstruktproben, VB (Abb. 4-17 B, D) und BP (Abb. 4-17 C, E), konnte Kol II nachgewiesen 
werden. Erkennbar in beiden Konstrukttypen ist eine netzstrukturartige Anordnung, die zum 
Tag 28 hin enger und homogener wird. 
 
Nativ VB BP 
 
Abbildung 4-17: Aufnahmen der IHC Färbung gegen Kollagen II  
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A:  Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat 
   B, D: VB-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
   C, E: BP-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
 




4.5.6 Kollagen Typ I 
Kol I kommt vor allem in Haut und Knochen vor, aber auch in Faserknorpel. Da es im hyali-
nen Gelenkknorpel nur in der oberflächigen Lamina splendens zu finden ist, nicht aber in den 
darunterliegenden Schichten, dient es in dieser Untersuchung als Dedifferenzierungsmarker. 
Im nativen Knorpelpräparat (Abb. 4-18 A) erkennt man einen positiven Nachweis im oberen 
Randbereich (Lamina splendens), während die untersuchten Proben (Abb. 4-18 B-E) alle 
keinen Kol I-Nachweis zeigen. 
 
Nativ VB BP 
 
Abbildung 4-18: Aufnahmen der IHC Färbung gegen Kollagen I 
   (10 x Vergrößerung, Referenzstrecke 200 µm). 
   A:  Positivkontrolle - natives Knorpelpräparat 
   B, D: VB-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
   C, E: BP-Konstrukte am Tag 14 und Tag 28 
Ergebnisse  4 
75  
4.6 Gehalt an sulfatierten Glykosaminoglykanen 
Der Messung des Gehaltes an sGAG ging neben dem Papainverdau eine Standardisierung 
der Probenkonzentration auf 122 mg / ml voraus. Da es bei der Messung der Werte von T1 
zu einem technischen Fehler gekommen ist, ist die folgende Auswertung nur unter Einbezie-
hung von T2-T4 entstanden. 
Aus den leergelbereinigten Werten der Messungen wurde der Gehalt an sGAG je mg Nass-
gewicht ermittelt. Dies ist in der Abb. 4-19 dargestellt. Es ist deutlich zu sehen, dass die 
Werte für VB-Konstrukte um den Median mit 0,34 µg (Tag 14) und 0,44 µg (Tag 28) im Ver-
gleich zu denen auf BP-Basis mit 0,05 µg (Tag 14) und 0,22 µg (Tag 28) um das 7-fache 
(Tag 14), bzw. das 2-fache (Tag 28) höher liegen. In der jeweiligen Konstruktart steigen die 
Werte über den Kultivierungszeitraum an. Allerdings muss auf die starken individuellen 
Schwankungen zwischen den Spendertieren hingewiesen werden, die keinen zeitlich signifi-
kanten Anstieg zulassen. Ein signifikanter Unterschied zeigt sich nur am Tag 14 zwischen 
den Ergebnissen der VB- und derer der BP-Konstrukte. Die dieser Grafik zugrunde liegen-
den Werte der Einzeltierbestimmungen sind im Anhang III.I dargestellt.  
 
 
Abbildung 4-19: Darstellung des sGAG-Gehalt pro Nassgewicht [mg] (n=3). 
   rot:  VB-Konstrukt 
   gelb: BP-Konstrukt 
   # Signifikanter Unterschied zwischen VB und BP (p ≤ 0,05) 
 
Ein ähnliches Bild zeigt das sGAG Gehalt / Konstrukt vergleichende Diagramm (Abb. 4-20). 
Hier liegt der Median der drei Tiere der VB-Konstrukte mit 240,60 µg gegenüber 28,27 µg 
(Tag 14) um das 8,51-fache, als auch mit 216,18 µg gegenüber 91,55 µg (Tag 28) um das 
# 




2,63-fache höher, als die der BP-Konstrukte Auch in dieser Darstellung ist erkennbar, dass 
sowohl bei den VB-, als auch bei den BP-Konstrukten eine sGAG Zunahme vom Tag 14 zu 
Tag 28 vorliegt. Eine Darstellung der individuellen Werte befindet sich im Anhang III.II. Auch 
hier ist aufgrund der sehr hohen individuellen Schwankungen der Werte keine Signifikanz im 
Zeitverlauf festzustellen, jedoch auch am Tag 14 zwischen VB und BP. 
 
Abbildung 4-20: Darstellung des sGAG-Gehalt pro Konstrukt[µg/K] (n=3). 
   rot:  VB-Konstrukt 
   gelb: BP-Konstrukt 
   # Signifikanter Unterschied zwischen VB und BP (p ≤ 0,05) 
 
Aus den vorliegenden Werten pro Gel wurde anschließend unter Einbeziehung der ermittel-
ten ZZs der sGAG-Gehalt / Chondrozyt berechnet. Auch hier sind die Werte der VB-
Konstrukte am Tag 14 höher als die der BP-Konstrukte. Der Chondrozyten bezogene sGAG 
Median der BP-Konstrukte steigt von 11,60 pg auf 28,45 pg an. Dieser Wert sinkt im Median 
bei den VB-Konstrukten von 39,32 pg (Tag 14) auf 34,13 pg (Tag 28) ab. Wie bei den voran-
gegangenen Darstellungen unterliegen auch hier die einzelnen Rechenwerte hohen indivi-
duellen Schwankungen, so dass ebenfalls nur eine Signifikanz zwischen VB und BP am 
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Abbildung 4-21: Darstellung des sGAG pro Chondrozyt [µg/Ch] (n=3). 
   rot:  VB-Konstrukt 
   gelb: BP-Konstrukt 
   # Signifikanter Unterschied zwischen VB und BP (p ≤ 0,05) 
 
4.7 Quantitative Reverse Transkriptase PCR  
4.7.1 Optimierung 
Um die optimalen Primerkonzentrationen zu ermitteln, wurde pro Primerpaar ein qRT-PCR 
Testlauf durchgeführt, bei dem 9 verschiedene Konzentrations-Kombinationen verglichen 
wurden. Bei der Auswertung der Ergebnisse wurden zunächst immer erst die beiden Kombi-
nationen mit dem frühesten Take Off und frühesten, mittleren Take Off markiert. Ebenfalls 
ermittelt wurden die Proben mit den höchsten einzelnen sowie den höchsten durchschnittli-
chen Amplifikationsraten. Aus den nun markierten Kombinationen wählte man die beste - 
niedrigster Take Off bei möglichst hoher Amplifikationsrate aus. Die ausführlichen Berichte 
der einzelnen vergleichenden Testläufe und Schmelzkurven befinden sich im Anhang IV.I. 
Diese konnte, wie im Falle des Kol I Laufes, ganz eindeutig ausfallen oder wie bei Kol II den 
besten Kompromiss bedeuten. Bei Kol I war sowohl der beste Take Off Wert, Mittelwert der 
Doppelbestimmung Take Off, sowie beide erhobenen Amplifikationswerte, einzeln und 
durchschnittlich, immer bei der Primerkombination 3 µM forward/ 3 µM reverse am besten. 
Die Auswertung der Kol II Ergebnisse ergab bei den einzelnen und mittleren Take Off Wer-
ten, dass die Kombination aus 3 µM forward/ 3 µM reverse die beste ist. Allerdings lag die 
effektivste Amplifikationsrate bei 2 µM forward/ 2 µM reverse vor, gefolgt von der Kombinati-
on 2 µM forward/ 3 µM reverse. Trotzdem wurde 3 µM forward/ 3 µM reverse als die geeig-
# 




nete ausgewählt, da sie neben guter Take Offs auch bei der mittleren Amplifikationsrate 
hohe Werte aufwies. Auch bei Aggrekan und dem Houskeeping Gen S18 wurden jeweils die 
Kombination 3 µM forward/ 3 µM reverse gewählt. Aus den erhobenen Schmelzkurven wur-
den die idealen Auslesetemperaturen der einzelnen Gene ermittelt. Es ergaben sich die in 
Tab. 4-2 dargestellten Werte. 
 
Tabelle 4-2: Übersicht der qRT-PCR Auslesetemperaturen und der verwendeten  








S-18 81 3 3 
Aggrekan 83 3 3 
Kollagen II 79 3 3 
Kollagen I 82 3 3 
 
4.7.2 Quantitative RT-PCR Läufe 
Bei jedem Lauf wurde, von der Software Rotor-Gene Version 6.0.34 unter Verwendung einer 
Standardkurve, die Ausgangskonzentration an cDNA-Kopien der einzelnen Proben ermittelt. 
Diese Werte wurden anschließend in Microsoft Excel übertragen und dort ausgewertet. Die 
Werte finden sich im Einzelnen im Anhang IV. Als Housekeeping Gen wurde S18 verwendet. 
Der Mittelwert jeder einzelnen Probe wurde aus ihrer Doppelbestimmung berechnet und zu 
dem Mittelwert des Houskeeping Genes der entsprechenden Probe ins Verhältnis gebracht. 
Zur übersichtlicheren Darstellung werden die Genexpressionswerte der kultivierten Chondro-
zyten immer im prozentualen Verhältnis zu den nativen Knorpelzellen angegeben. 
Aggrekan 
Die durchschnittliche Expression des Aggrekan-Gens lag bei nativen Knorpelzellen beim 
2,19 ± 0,64-fachen der von S-18 und wird als 100 % angenommen. Bei den Proben auf VB-
Basis lag das Mittel leicht darunter, bei 80,29 ± 9,78 %, mit einem Median von 91,46 % 
(Tag 1), bei 64,98 ± 30,24 % mit einem Median von 46,03 % (Tag 14) und bei 
50,83 ± 11,41 % mit einem Median von 57,30 % (Tag 28). Daraus ergibt sich, verglichen mit 
nativen Knorpelzellen, nur am Tag 28 ein signifikanter Expressionsrückgang. Bei den Proben 
auf BP-Basis zeigten sich die folgenden Mittelwerte, 109,83 ± 40,48 % mit dem Median 
96,81 % (Tag 1), 38,06 ± 8,33 % mit dem Median 34,45 % (Tag 14) und 33,23 ± 9,23 % mit 
dem Median 28,43 % (Tag 28). Erkennbar war ein signifikanter Rückgang der Aggre-
kantranskription, verglichen mit nativen Chondrozyten am Tag 14 und ebenfalls am Tag 28. 
Es zeigte sich ein starker Expressionsrückgang bei den Proben auf BP-Basis gegenüber 
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denen aus VB. Daher ergeben sich zwischen den Proben auf VB-Basis und denen aus BP 
signifikante Unterschiede am Tag 14 und 28. Die Transkriptionsraten fallen innerhalb der 
beiden Konstruktegruppen vom Tag 1 zu Tag 28 signifikant ab, Die der BP-Konstrukte unter-
liegen bereits von Tag 1 zu Tag 14 einem signifikanten Rückgang. Im Gegensatz zu T 1 und 
2 zeigten die T 3 und 4 am Tag 1 zunächst etwas erhöhte Transkriptionsraten in den BP-
Konstrukten. Die Diagramme der einzelnen Tiere sind im Anhang IV.I.III aufgeführt. 
 
 
Abbildung 4-22: Darstellung der Aggrekan-Expression (n=4). 
   * * Signifikanter Unterschied zur Expression im nativen Knorpel, (p ≤ 0,05). 
   + + Signifikanter Unterschied der Expression zwischen den indizierten Mess
   tagen, (p ≤ 0,05) 
   # Signifikanter Unterschied der Genexpression zwischen VB- und BP- 
   Konstrukten, (p ≤ 0,05) 
 
Kollagen Typ II 
Bei der Kol II Genexpression der nativen Knorpelzellen zeigt sich im Mittel eine Rate von 
1,97 ± 0,78-fachen (≙100 %) der von S-18. Sowohl die Raten in VB-Konstrukten als auch 
die der BP-Konstrukte sinken während des Kulturzeitraumes stetig ab. Die Werte der VB-
Matrix kultivierten Knorpelzellen lagen bei 63,53 % mit einem Median von 62,04 % (Tag 1), 
bei 77,75 % mit einem Median von 66,63 % (Tag 14) und bei 46,27 % mit einem Median von 
47,41 % (Tag 28). Im Gegensatz zu diesen Werten lagen die der BP-Konstrukte deutlich 
niedriger bei 77,70 % mit einem Median von 73,14 % (Tag 1), 30,07 % mit einem Median 
von 30,12 % (Tag 14) und 22,24 % mit einem Median von 21,83 % (Tag 28). Der Rückgang 
der Transkription innerhalb der VB-Konstrukte ist, verglichen mit den nativen Knorpelzellen, 












Tag 14 einem signifikanten Rückgang unterlegen. Über den zeitlichen Verlauf der Untersu-
chung zeigten die VB-Konstrukte einen signifikanten Rückgang von Tag 1 zu Tag 28 und 
auch zwischen Tag 14 und Tag 28 war der Unterschied signifikant. Die BP-Werte vom 
Tag 14 und Tag 28 sind signifikant niedriger als am Tag 1, zudem unterscheiden sie sich 
auch untereinander signifikant. Wie auch bei den Ergebnissen von Aggrekan und Kol I unter-
scheiden sich hier die Expressionsraten der Konstruktarten. So liegen diese bei Knorpelzel-






Abbildung 4-23: Darstellung der Kollagen II-Expression (n=4). 
   * * Signifikanter Unterschied zur Expression im nativen Knorpel, (p ≤ 0,05). 
   + + Signifikanter Unterschied der Expression zwischen den indizierten Mess
   tagen, (p ≤ 0,05) 
   # Signifikanter Unterschied der Genexpression zwischen VB- und BP- 
   Konstrukten, (p ≤ 0,05)  
Kollagen Typ I 
Bei Kol I lag der Genexpressionsmittelwert der nativen Chondrozyten bei 0,18 ± 0,16 x 
(≙100 %) derer von S18. Die Gentranskription der Knorpelzellen in VB-Konstrukten lag dazu 
erhöht bei 203,38 % mit einem Median von 99,75 % (Tag 1) und signifikant erhöht, sowohl 
mit 500,10 % mit einem Median von 458,65 % (Tag 14) als auch bei 444,09 % mit einem 
Median von 408,81 % (Tag 28). An den Differenzen zwischen Median und Mittelwert sind die 
stark ausgeprägten individuellen Unterschiede erkennbar. Vergleicht man hier den Expressi-
onswert vom Tag 1 mit dem vom Tag 14 und Tag 28, so ist hier jeweils ein signifikanter 
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Anstieg zu verzeichnen. Die Ergebnisse der BP-Konstrukte zeigen ein ähnliches Bild, mit 
Medianen von 105,76 % (Tag 1), 324,53 %, bei einem Mittelwert von 356,15 % (Tag 14) und 
328,06 % mit einem Mittelwert von 268,75 % (Tag 28). Hier zeigt sich ebenfalls eine signifi-
kante Erhöhung der Transkriptionsrate zu nativen Chondrozyten am Tag 14 und 28. Auch 
hier kann wieder, verglichen mit Tag 1, ein signifikanter Anstieg der Expression sowohl vom 
Tag 14 als auch zum Tag 28 festgehalten werden. Die Ergebnisse der von VB- zu BP-





Abbildung 4-24: Darstellung der Kollagen I-Expression (n=4). 
   * * Signifikanter Unterschied zur Expression im nativen Knorpel, (p ≤ 0,05). 
   + + Signifikanter Unterschied der Expression zwischen den indizierten Mess
   tagen, (p ≤ 0,05) 
   # Signifikanter Unterschied der Genexpression zwischen VB- und BP- 
   Konstrukten, (p ≤ 0,05) 
 








5.1 Diskussion der Fragestellung  
Als Ziel der Knorpelforschung wird eine Heilung osteochondraler Defekte zur Restitu-
tio ad integrum angestrebt. Diese ist aufgrund der mangelnden natürlichen Knorpelregenera-
tion, die im günstigsten Fall ein Ersatzgewebe faserknorpeliger Qualität hervor bringt, nur 
schwer zu erreichen (IMHOFF et al. 1999). 
Immer wieder wurden neue Ansätze untersucht, um die Wiederherstellung des defekten 
Knorpelgewebes zu unterstützen. Konservative Therapien, wie Pridie-Bohrung, Drilling oder 
auch medikamentöse Behandlungen, lieferten zwar erste Verbesserungen, sind aber in ihren 
Ergebnissen längerfristig unbefriedigend (MINAS und NEHRER 1997).  
In den letzten Jahrzehnten hat sich ein neuer Therapieansatz, das TE etabliert. Hierbei wird 
Ersatzgewebe artifiziell im Labor hergestellt und anschließend in den Defekt eingebracht, um 
dort die Funktion des Knorpels zu übernehmen (LANGER und VACANTI 1993).  
Die Forschungsansätze reichen von der Verwendung komplett synthetischer Materialien und 
natürlicher Stoffe bis hin zu Kombinationsprodukten (STOOP 2008). Teilweise sind die Imp-
lantate zellfrei, überwiegend jedoch mit Chondrozyten oder chondrogenen Vorläuferzellen 
besiedelt (MARCACCI et al. 2007; GILLE et al. 2010). Da die Knorpelzellen nur sehr be-
grenzt gewonnen werden können, weil neue Läsionen im Knorpel gesetzt werden, müssen 
sie im Labor noch vermehrt werden. Die starke, teilweise auch irreversible Dedifferenzierung 
der Chondrozyten bei Expansionen in Monolayerkulturen hat dazu geführt (AZ-ROMERO et 
al. 2005), dass man in den letzten Jahren die Kultivierung in 3-D-Systemen, in denen sie 
dann auch transplantiert werden können, intensiviert hat (SCHAGEMANN 2003). Diese 
MACTs überzeugten mit ihren Ergebnissen, so dass heute die Entwicklung eines idealen 
Scaffolds ein Hauptaugenmerk der Knorpelersatzforschung (LANGER und VACANTI 1993) 
ist. Um sich gut in den Defekt einzufügen, keine ungewollten Reaktionen des Empfängeror-
ganismus auszulösen und auch den Knorpelzellen eine geeignete Umgebung zu schaffen, 
sollte diese Trägermatrix biokompatibel, abbaubar, porös und elastisch sein, bei gleichzeitig 
ausreichender mechanischer Stabilität. Sie soll die Knorpelzellen zur Adhäsion bringen, 
selbst im Defekt haften können, Signaltransduktionen unterstützen, und neben vorhandener 
struktureller Anisotropie auch noch dem Matrix Outflow entgegenwirken (HUNZIKER 1999b). 
Die Entwicklung und Untersuchung eines solchen Trägerstoffes auf VB- bzw. BP-Basis ist 
Inhalt der hier vorliegenden Studie. VB und BP erscheinen aufgrund ihres autologen Ur-
sprungs als geeignetes Ausgangsmaterial. Es ist patientenspezifisch verfügbar, einfach zu 
gewinnen und mit hoher Wahrscheinlichkeit biokompatibel. 
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Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, anhand von Zellzahlentwicklung, Zellvitalität und 
Syntheseleistung charakteristischer EZ-Marker eine Aussage über die Eignung von VB und 
BP als Scaffold-Ausgangsmaterial zum TE von Knorpel zu treffen. 
 
5.2 Diskussion der Methodik  
5.2.1 Gewinnung tierischer Materialien 
Gruppe der Knorpelspendertiere  
Das gesamte verwendete Knorpelmaterial stammt ausschließlich aus den vier Fesselgelen-
ken der jeweiligen Spendertiere. Keines der Tiere wurde für diese Studie getötet. Bei den 
Beinen handelte es sich um Abfallmaterial des Schlachtprozesses. Alle Gelenkflächen waren 
bei Eröffnung optisch unauffällig. Die Synovialflüssigkeit zeigte sich bei keinem der Tiere 
makroskopisch verändert.  
Die Gruppengröße dieser Studie ist mit nur vier Tieren relativ gering. Dies ist sicher ein 
Grund für die häufig absenten Signifikanzen. Durch die Drei- bzw. Sechsfachbestimmung der 
makroskopischen Eigenschaften und der Zellzahlentwicklungen der Konstrukte ist der Er-
gebnisumfang trotz kleiner Spendergruppe aussagekräftig. Zudem stellen die verwendeten 
Spendertiere in Typ und Geschlecht eine homogene Gruppe dar. Es handelt sich bei allen 
Pferden um männliche Warmblüter. Das Spendertieralter lag zwischen 2 und 16 Jahren. Da 
Knorpelschäden bei Pferden häufig wachstumskorreliert vorkommen, deren klinische Mani-
festationen aber in allen Altersklassen zu finden sind (MCILWRAITH und VACHON 1988), 
liefert die hier vorliegende Verteilung von 2 x zwei jährig, einmal drei jährig und einmal 16-
jährig einen breiten Querschnitt durch die zu erwartende Patientenpopulation. Aufgrund der 
niedrigen Spendertierzahl ist ihre Verteilung um das Durchschnittsalter nicht normal verteilt. 
Blutprobengewinnung und Verarbeitung 
Die Blutabnahme stellt ein nur wenig invasives Unterfangen dar, welches auch in der Routi-
nediagnostik und –behandlung häufig Verwendung findet. Durch den Einsatz eines Venen-
verweilkatheders wurde eine Schonung der Venenwand, trotz der unvermeidbaren Manipula-
tion, die das An- und Abstecken der 100 Citratmonovetten an das Adaptersystem mit sich 
brachten, gewährleistet. Die Abnahmemenge von einem Liter VB stellt für das Pferd keine 
Belastung dar (MALIKIDES et al. 2001). Um eine physiologische Blutzusammensetzung zu 
überprüfen, wurde bei jeder Abnahme auch immer ein großes Blutbild erstellt (nicht veröf-
fentlicht). Die Abnahme des Blutes aus der Vena jugularis externa des Pferdes ist einfach zu 
handhaben, geht schnell und ist kostengünstig, da an benötigtem Material neben dem Desin-
fektionsmittel und Verweilkatheder nur die Monovetten zu Buche schlagen. 




Aus einer Studie von AMARAL et al. von 2007 geht hervor, dass von EDTA eine höhere 
Zytotoxizität ausgeht als von Citrat (AMARAL et al. 2007). Aus diesem Grund wurde in der 
hier vorliegenden Arbeit Natriumcitrat als Antikoagulanz verwendet.  
Das Labor liegt nur 500 m von der CTK entfernt. Die Proben wurden unmittelbar nach Ab-
nahme und Sammlung dorthin verbracht. Da die Zeit von der Blutentnahme bis zum Einfrie-
ren bei VB maximal eine Stunde betrug, bei BP eineinhalb Stunden, sind gravierende Verän-
derungen sehr unwahrscheinlich. In Citrat gewonnenes BP bleibt in seiner Zusammenset-
zung für mindestens vier Stunden stabil (PIGNATELLI et al. 1996). 
Der Anteil des BP am VB beträgt ca. 60 %. Aufgrund der hohen und lange andauernden 
Zentrifugalbeschleunigung von 3.500 g über 20 min ist anzunehmen, dass es sich hierbei um 
ein, zumindest nahezu, thrombozytenfreies Plasma handelt (DUGGAN et al. 1985). Inwieweit 
die entstandenen BP-Konstrukte auch WF beinhalten, ist schwer abzuschätzen. In der Lite-
ratur wird darauf verwiesen, dass Thrombozyten leichter geschädigt werden als Erythrozy-
ten, wobei die Angaben sich auf Scherbelastungen beziehen (KAWAHITO et al. 1997). Es 
konnte nicht geklärt werden, wie sich eine solch hohe und lange anhaltende Beschleuni-
gungsgeschwindigkeit auf die Thrombozyten auswirkt. Daher stellt sich hier die Frage, ob 
eventuell schon bei der Zentrifugation Thrombozyten aktiviert wurden (SNYDER et al. 1981; 
FIJNHEER et al. 1990; BAGAMERY et al. 2005) und somit WF im Überstand gelöst, vorla-
gen. Oder ob an den Thrombozyten möglicherweise Zellschädigungen entstanden, die zu 
einer Freisetzung der WF führten. Auch die Möglichkeit, dass die Thrombozyten in diesem 
Schritt so weitgehend zerstört wurden, dass eine WF-Freisetzung nicht mehr möglich war 
(FERRAZ et al. 2007) kann nicht ausgeschlossen werden. 
Um die Konzentration von körpereigenen WF effektvoll zu erhöhen, stellte sich während der 
Ergebnisauswertung die Frage, ob es nicht sinnvoller wäre, statt des stark zentrifugierten BP 
in folgenden Studien PRP zu verwenden. Die prozentuale Ausbeute aus gewonenem VB 
wäre deutlich geringer, aber es wären mehr Thrombozyten und somit Gerinnungs- und WF-
beladene α-Granula vorhanden. Durch die damit zu erwartende, stärkere Gerinnung könnte 
man dem Ausschwemmen der Chondrozyten in den BP-Konstrukten vermutlich vorbeugen. 
Für die Klärung dieser Frage sind weitere Untersuchungen notwendig. 
Ein weiterer wichtiger Schritt der VB- und BP-Bearbeitung ist das Einfrieren bei -80°C. Da 
auf die Zugabe von Einfrierschutzmitteln verzichtet, sowie kein Einfrierprotokoll zum Schutz 
der Blutzellen verwendet wurde, kann man von einer irreversiblen Schädigung der Blutzellen, 
zum einen durch die Veränderung der Osmolarität (LOVELOCK 1953) und zum anderen 
durch intrazelluläre Eiskristallbildung während des Einfrier-und Auftauprozesses ausgehen. 
Diese zelldestruktive Maßnahme wurde bewusst gewählt. Zum einen, um später keine Kon-
kurrenz mit den Blutzellen um die Nährstoffe des Mediums zu haben, und zum anderen, um 
eine Immunreaktion der Leukozyten des Blutes gegen die später eingesäten Chondrozyten 
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zu vermeiden. Im Zuge der Zelldestruktion ist auch eine eventuelle Freisetzung der WF aus 
den α-Granula der Thrombozyten im VB möglich. Eine Aktivierung überlebender Thrombozy-
ten durch den Einfriervorgang ist ebenfalls beschrieben (SPECTOR et al. 1979). 
Der große Vorteil, neben der einfachen Blutgewinnung, ist bei zukünftigen Therapieeinsätzen 
vor allem darin zu sehen, dass das Blut dem Patienten selbst abgenommen werden kann. 
Somit können rein autologe Konstrukte hergestellt werden, welche immunologische Unbe-
denklichkeit sowie Risikominimierung bezüglich einer Krankheitsübertragung gewährleisten 
(GAISSMAIER et al. 2008b). 
Es konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Pferde mit osteochondralen Defekten 
einen höheren BP-Spiegel von IGF-1 haben. Noch ungeklärt ist, ob dieser erhöhte Wert eine 
Reaktion auf die Läsion darstellt oder als äthiopathologisch anzusehen ist (VERWILGHEN et 
al. 2009). Da IGF-1 die Knorpelheilung positiv beeinflusst (HENSON et al. 1997; FORTIER et 
al. 2001), könnte sich patienteneigenes VB als überlegen gegenüber unbetroffenen Spender-
tieren erweisen. Leider war in dieser Studie keine autologe Blutgewinnung der Knorpelspen-
dertiere möglich, da der kooperierende Schlachthof zu weit entfernt war, um das gewonnene 
Blut zeitnah zu verarbeiten. Es musste somit auf einen allogenen Ansatz ausgewichen wer-
den. 
Es kam zu keinen erkennbaren, negativen Reaktionen zwischen den allogenen Konstrukt-
partimenten, wie z.B. Knorpelzellsterben durch Abwehrzellereaktionen. Daher ist zu erwar-
ten, dass eine solche Reaktion innerhalb eines autologen Blut-Zell-Gemisch auch nicht 
auftreten wird. 
5.2.2 Herstellung und Kultivierung der Konstrukte 
VUNJAK-NOVAKOVIC et al. haben 2005 einige Paradigmata zum TE aufgestellt. Die Grund-
idee des TE besteht demnach darin, die in der Embryogenese ablaufenden Prozesse nach-
zuahmen und somit reifes und funktionsfähiges Gewebe zu züchten. Die Vorausetzungen für 
einen erfolgreichen Modellansatz sind die Wahl eines geeignetes Trägermaterials, physiolo-
gisches Milieu, welches das Zell-Gewebs-Konstrukt umgibt, sowie Nährstoff, Sauerstoff und 
regulierende Faktoren (VUNJAK-NOVAKOVIC et al. 2005). Anhand dieser Paradigmen soll 
die hier durchgeführte Herstellung im Folgenden betrachtet werden. 
Die Herstellung der Konstrukte ist einfach zu handhaben und in nur wenigen Schritten durch-
führbar. Die Vorbereitungen zum eigentlichen Herstellungsprozess können vorgenommen 
werden, während die VB und BP im Wasserbecken auftauen. 
Das von VUNJAK-NOVAKOVIC geforderte, physiologische Milieu mit ausreichendem Nähr-
stoffgehalt setzte sich aus Standardmedium unter Zusatz von Penicillin und Streptomycin 
zusammen. Fetales Kälber Serum (fetal calf serum, FCS) wurde nicht eingesetzt. Ersatzwei-
se wurde kommerzielles, gepooltes Pferdeserum verwendet. Ausschlaggebend für diese 
Wahl war, neben dem Wunsch nach Risikominimierung einer Virus- oder Prionenübertra-




gung durch FCS (MUNIRAH et al. 2008), auch die ethischen Bedenken gegenüber der FCS-
Gewinnung (JOCHEMS et al. 2002; VAN, V et al. 2004). Diese Studie hatte das Ziel, wegbe-
reitend ausschließlich allogen zu arbeiten, um dem Ansatz der komplett autologen Kon-
struktherstellung gerecht zu werden. Aus einer in vitro Untersuchung von MUNIRAH et al. 
von 2008 mit humanen Chondrozyten geht hervor, dass diese unter Verwendung von huma-
nem Serum, gegenüber FCS stärker proliferieren. In dieser genannten Studie wurde auch 
eine Gruppe in rein autologem humanen Serum mit einer zweiten, in gepooltem humanen 
Serum, kultivierten Gruppe verglichen. Hierbei zeigte sich eine geringe, nicht signifikante 
Überlegenheit der zweiten Gruppe gegenüber der ersten. Unter Berücksichtigung dieser 
Ergebnisse kann man diskutieren, ob die Verwendung autologen oder allogenen Serums 
vorzuziehen ist. Die Vorteile des körpereigenen Serums liegen darin, Krankheitsübertragung 
zu vermeiden und das Serum direkt vom Patienten zu gewinnen. Andererseits bedeutet die 
Verwendung von gepooltem Serum weniger individuelle Schwankungen in der Qualität 
(GAISSMAIER et al. 2008b). Denkbar wäre auch der Aufbau einer Serumbank. Mithilfe 
weiterführender Untersuchungen zum idealen Spendertyp (Rasse, Alter, Geschlecht) könnte 
die Qualität des Poolserums mit hoher Wahrscheinlichkeit noch gesteigert werden. 
Auf den Zusatz von exogenen Wachstumsfaktoren wurde in der hier vorliegenden Studie 
komplett verzichtet. Gründe dafür waren zum einen, dass der Versuchsaufbau so einfach wie 
möglich gehalten werden sollte, um nicht zu viele Einflussfaktoren auf das Ergebnis zu ha-
ben. Im Mittelpunkt dieser Grundlagenuntersuchung stand die Eignung von VB und BP als 
Trägermaterial, ohne Beeinflussung von exogenen Wachstumsfaktoren. Zum anderen be-
steht die Möglichkeit, dass die, in den α-Granula der Thrombozyten, vorliegenden Wachs-
tumsfaktoren durch den Einfrier- und Auftauprozess (SPECTOR et al. 1979), spätestens 
jedoch mit der Aktivierung durch CaCl2, im Zuge der Konstruktherstellung frei gesetzt wurden 
und so den Chondrozyten in den Konstrukten zur Verfügung standen. Diesen WFs werden 
chemotaktische und mitogene Eigenschaften zugesagt, die die Gewebeheilung unterstützen 
(ANITUA et al. 2007a; ANITUA et al. 2007b). SU et al. haben 2008 in einer Arbeit die Abga-
be von verschiedenen WF aus humanen Thrombozytengelen im zeitlichen Verlauf (bis zu 
5 h) gemessen. Dabei stellte sich heraus, dass die Ausscheidung überwiegend in den ersten 
60 min statt fand (SU et al. 2008). Ein ähnlicher Verlauf kann auch bei den VB-Konstrukten 
der hier vorliegenden Untersuchung vermutet werden. Es war allerdings in dieser Studie 
nicht möglich, die Wachstumsfaktoren qualitativ oder auch quantitativ zu ermitteln, da keine 
speziesspezifischen Assays verfügbar waren. Inwiefern sich die Zentrifugation zur Herstel-
lung des BP auf den WF-Gehalt der entstandenen Konstrukte auswirkt, wurde bereits zuvor 
diskutiert. Ob es in Zukunft sinnvoll sein wird, die Kultivierung ggf. mit externen Wachstums-
faktoren z.B TGF-ß2, IGF und bFGF, zu optimieren, um eventuell auftretende Versorgungs-
mängel zu überbrücken, und wenn ja, in welchen Maße, kann nicht ohne weitere Erkenntnis-
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se bezüglich WF-Typ und Menge entschieden werden. Ein weiterer Aspekt bei der Diskussi-
on exogener WF sind die Wissenslücken, welche bezüglich ihrer sehr komplexen Regulie-
rungen und Auswirkungen bestehen (MAZZUCCO et al. 2010). Ein Einsatz dieser Faktoren 
muss gut überlegt sein, da bereits unerwünschte Effekte, wie das Auftreten von Fibrosen in 
Niere und Leber, sowie ausgelöste Entzündungsreaktionen beobachtet wurden (TERRELL et 
al. 1993; VAN BEUNINGEN et al. 1994). 
Aus der Literatur ist bekannt, dass eine reduzierte O2 Konzentration von 5 % die chondroge-
ne Differenzierung von Zellen fördert (DOMM et al. 2000; SCHERER et al. 2004; DARE et al. 
2007). Dies ist ebenfalls eine Option zur Verbesserung der vorliegenden Kultivierung. In 
zukünftigen Studien sollte sie mit einbezogen werden, in dieser Grundlagenstudie fand sie 
keine Anwendung. 
VUNJAK-NOVAKOVIC et al. sehen neben der Bestimmung geeigneter Zellen und Trägerma-
terialen die Wahl eines geeigneten Bioreaktorsystems als drittes, wichtiges Standbein in 
ihren 2005 veröffentlichten Paradigmen des TE. Gemäß ihren Empfehlungen ist ein Bioreak-
tor für die Knorpelentwicklung am besten geeignet, der sowohl Gas- und Mediumaustausch 
gewährleistet, zugleich aber auch das Konstrukt druckmechanisch stimuliert. Ein solches 
System, in Form von mechanischen Bioreaktoren (MAUCK et al. 2000; WALDMAN et al. 
2004) oder einer Einpflanzung der Konstrukte unter die Haut von Nacktmäusen (MUNIRAH 
et al. 2008), fand in dieser Studie keinen Einsatz. MUNIRAH et al. konnten bei Transplanta-
ten auf Fibrinbasis zeigen, dass die eingesäten Chondrozyten ihr Syntheseverhalten stark 
von Kol I auf Kol II änderten, nachdem sie unter die Haut von Nacktmäusen gepflanzt wur-
den. Der Implantation ging eine dreiwöchige in vitro Kultivierung der Knorpelzellen in Mono-
layer voraus.  
 
5.3 Diskussion der Ergebnisse 
5.3.1 Diskussion der praktischen Ergebnisse 
Wie bereits unter 5.2.2 beschrieben, ist die Herstellung der VB- und BP-Konstrukte einfach 
und schnell durchführbar.  
Durch die zunächst flüssige Konsistenz des VB- bzw. BP-Knorpelzellgemisches ist es mög-
lich, Transplantate patientenspezifisch in gewünschter Form und Größe zu gestalten. In den 
letzten Jahren ist in der Knorpeldefektbehandlung ein Trend hin zur intra-operativen Erzeu-
gung mit sofortiger Implantation zu erkennen (GIANNINI et al. 2009). Bei dem, in dieser 
Studie beschriebenen Verfahren ist eine Konstruktherstellung intra-operativ direkt im Defekt 
durchaus vorstellbar. Die Gewinnung von VB bzw. BP könnte bereits präoperativ, sowohl 
allogen als auch autolog, stattfinden und bis zur Operation bei -80°C aufbewahrt werden. 




Aus einer unbelasteten Gelenkregion kann Material zur Knorpelzellisolierung und anschlie-
ßenden Einsaat in das Konstrukt wahlweise bei einer vorangestellten, separaten Arthrosko-
pie entnommen werden oder direkt zu Beginn der Operation. Im zweiten Fall wäre eine 
Matrixverdauung im Schnellverfahren nötig. Allerdings ist derzeit das Protokoll mit der kür-
zesten Digestionszeit mit 4-6 h angegeben (MARCACCI et al. 2007; MUNIRAH et al. 2008; 
SHAKIBAEI et al. 2008). Mit einem schnelleren Verfahren zur Verdauung der gewonnenen 
Knorpelmatrix wäre vorteilhafterweise nur ein operativer Eingriff erforderlich. Auf der anderen 
Seite kann man argumentieren, dass einer chirurgischen Defektbehandlung in der Regel 
ohnehin eine arthroskopische Exploration vorausgeht und man mit dieser eine Knorpelge-
winnung aus nicht tragenden Gelenkarealen verbinden könnte. Folglich würde also auch hier 
kein zusätzlicher Eingriff anfallen. 
Eine weitere Möglichkeit, die es zu erkunden gilt, ist die Verbindung der Konstrukte mit me-
senchymalen Stammzellen. Weniger invasiv im Vorfeld des Eingriffs gewonnen, könnten sie 
vor der intra-operativen Einsaat, ggf. im Labor, vermehrt und chondrogen vordifferenziert 
werden. Allerdings sind in diesem Zusammenhang noch viele Fragen offen, wie die idealen 
Kultivierungsbedingungen equiner Stammzellen zur chondrogenen Differenzierung 
(FORTIER et al. 1998b; VIDAL et al. 2006; ARNHOLD et al. 2007; RICHARDSON et al. 
2007) oder ob dafür ggf. sogar eine Kokultivierung mit Knorpelzellen ausreicht (GIOVANNINI 
et al. 2010). Allerdings sind die Expansion und Vordifferenzierung mit zusätzlichen, hohen 
Kosten verbunden. Ein ausschlaggebendes Argument für den Einsatz von Knorpelzellen ist 
das Phänomen der Hypertrophie chondrogen differenzierter Stammzellen, die nur eine Zwi-
schenstufe auf dem Weg zur enchondralen Ossifikation darstellt. Mit den derzeitigen Proto-
kollen für chondrogene Differenzierung von MSC ist es nicht möglich dauerhaft stabile Knor-
pelzellen zu formen. Die überaus komplexe Entwicklung von MSC zu Chondrozyten ist noch 
nicht vollständig aufgeklärt (PELTTARI et al. 2008; GIOVANNINI et al. 2010). 
Die in vitro festgestellte Schrumpfung der Konstrukte von derzeit knapp über 60 % gilt es zu 
berücksichtigen, da sie einer intra-operativen Herstellung hinderlich sein könnte. Während 
man für eine Anwendung am Patienten, der eine, in vitro Kultivierung vorausgeht, diese 
Verkleinerung lediglich bei der Größe der Herstellung mit einbeziehen müsste, damit das 
angefertigte Transplantat die Knorpelläsion später auch komplett ausfüllt, so ist die Situation 
bei einer intra-operativen Herstellung komplizierter. Allerdings ist diese Schrumpfungsprob-
lematik nicht neu. Auch bei anderen, vergleichbaren Forschungsansätzen, mit Scaffolds auf 
Fibrin-, Kollagen- (OHSAWA et al. 1982; LEE et al. 2000; GALOIS et al. 2006; STOOP 2008) 
oder Polyglykolsäure-Basis (MARTIN et al. 1999; MARTIN et al. 2001), wurde dieses Phä-
nomen beschrieben. Der Grund für die Schrumpfung der Konstrukte ist in einer kontraktilen 
Aktin-Isoform zu suchen. Dieses α-SMA (α-smooth muscle actin) wird teilweise von den 
Chondrozyten selbst exprimiert (KIM und SPECTOR 2000).  
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Die mitgeführte Kontrolle in Form von Leergelen wies keine Schrumpfung auf. Da 
Fibroblasten und fibroblastenähnliche Zellen aus verschiedenen Geweben eine besonders 
hohe α-SMA Expression aufweisen und verschiedene Untersuchungen an Chondrozyten 
zeigten, dass die Synthesemenge von α-SMA umgekehrt proportional zur EZM-Synthese 
erfolgt, kann sie als Dedifferenzierungsmarker gesehen werden. Diese Annahme bestätigt 
sich auch in der hier vorliegenden Arbeit, da die Knorpelzellen ihren chondrogenen Phänoty-
pen zwar weitgehend beibehalten, ihre Kollagensynthese aber von Typ II teilweise auf Typ I 
umstellen. Eine Dedifferenzierung konnte also nicht gänzlich verhindert werden. Ob es in 
Zukunft gelingen wird, diese Dedifferenzierung vollständig zu verhindern, indem man die 
in vitro Kultivierung weiter optimiert. Oder ob eine Schrumpfung bei einer direkten Herstel-
lung im Defekt durch die vorhandene mechanische Stimulation und die vorliegende Adhäsion 
am Defektrand erst gar nicht auftritt, das muss noch untersucht werden. Gegebenenfalls 
muss an der Festigkeit der Konstrukte gearbeitet werden, z.B. unter Verwendung von Zu-
satzkomponenten, um eine Kontraktion mechanisch zu verhindern (LEE et al. 2001). Eine 
interessante Studie zur Hemmung der Schrumpfung wurde 2003 von LEE et al. durchge-
führt. Dabei konnten die Forscher zeigen, dass durch die Zugabe von Staurosporin, einem 
Antibiotikum, welches Einfluss auf die Zytoskelettformation hat, die Schrumpfung der ver-
wendeten Kollagen-Glykosaminoglykan-Matrix signifikant von 50 % auf 15 % gesenkt wurde 
(LEE et al. 2003). Gleichzeitig stellte man eine niedrigere Proliferationbereitschaft und vor 
allem steigende GAG-Biosynthese fest. Daher liegt der Verdacht nahe, dass ein Zusammen-
hang zwischen Zytoskelettformation, Kontraktion, und damit Schrumpfung, und dem Biosyn-
theseverhalten der Knorpelzellen vorliegt (VINALL et al. 2002). 
Ebenfalls zu berücksichtigen ist die geringe mechanische Stabilität der VB- und BP-
Konstrukte unmittelbar nach Entstehung. Bei intra-operativer Herstellung ist anzunehmen, 
dass die Implantate der sofortigen Belastung nicht standhalten können und rasch wieder 
abgetragen würden. Dies ist aber ebenfalls kein alleiniges Problem der VB- und BP-
Konstrukte, sondern wird von nahezu allen, derzeit kommerziell hergestellten MACT be-
schrieben. Unter diesem Gesichtspunkt empfiehlt sich eine in vitro Vorkultivierung, bei der 
die Konstrukte an mechanischer Stabilität zunehmen (nicht veröffentlichte Daten). Es ist aber 
auch denkbar, die hier beschriebene Methode mit Materialien zur Festigung zu kombinieren. 
Dies würde auch reduzierend auf die Schrumpfung wirken. Für diese Maßnahme kommen 
Materialien wie beispielweise Chitosan-Glycerolphosphat (HOEMANN et al. 2007) in Frage. 
Während der in vitro Kultivierung geht die beschriebene Steigerung der mechanischen Fes-
tigkeit mit einer starken Nassgewichtsabnahme einher. Diese ist neben der Schrumpfung 
durch α-SMA darauf zurückzuführen, dass es durch die Zugaben des Nährmediums zur 
Diffusion von Flüssigkeit aus den Konstrukten kommt. Bei den VB-Konstrukten ist dieser 
Vorgang gut daran zu erkennen, dass sich das Medium die ersten drei Tage nach jedem 




Mediumwechsel durch Hämoglobinabgabe stark dunkelrot anfärbt. Bei denen auf BP-Basis 
ist eine orange Färbung des ursprünglich hellroten Mediums zu erkennen. Hinzu kommt die 
bereits diskutierte Schrumpfung, die dazu führt, dass die Konstrukte an Flüssigkeit verlieren 
und daher weniger Nassgewicht aufweisen. 
Zellzahldichte, Zellzahlentwicklung und Vitalität 
In der hier vorliegenden Studie wurde jedem Konstrukt 3,0 x 106 Chondrozyten eingesät. 
Dies entspricht einer Zelldichte von 0,67 x 106 ZZ/g. Vergleicht man diesen Wert mit den hier 
ermittelten ZZ/g des nativen Knorpels der Spendertiere, so ist die verwendete Zelldichte als 
sehr gering einzustufen. Allerdings sind die hier festgestellten Werte aufgrund der sehr klei-
nen Spenderanzahl nicht repräsentativ .Da es kaum Untersuchungen zur Zelldichte des 
equinen Knorpels gibt, können diese Zellzahlen nicht mit Ergebnissen anderer Studien ab-
geglichen werden. Aus einer Untersuchung von PLATT et. al. (1998) zur Charakterisierung 
von altersbedingten Veränderungen des hyalinen Pferdeknorpels geht, mit der hier vorlie-
genden Studie übereinstimmend, eine signifikante Abnahme der ZZ mit zunehmendem Alter 
hervor. Allerdings wurde in der genannten Studie die ZZ über den DNA-Gehalt ermittelt und 
kann somit nicht direkt zum Vergleich heranzogen werden (PLATT et al. 1998). In der huma-
nen Knorpelforschung wurde bereits 1976 die Zelldichte des Knorpels am Femurkopf in 
Abhängigkeit des Alters bestimmt, auch hier waren die Ergebnisse in ihrer Kernaussage 
übereinstimmend mit denen, aus der hier vorliegenden Arbeit. VIGNON et al. konnten eine 
Reduzierung der ZZ um fast 40 % zwischen dem 20. und dem 90. Lebensjahr beim Men-
schen feststellen, wobei der ZZ-Rückgang vor allem die oberflächlichen, zellreichen Schich-
ten betraf (VIGNON et al. 1976; GILMORE und PALFREY 1988; BOBACZ et al. 2004). 
Neben der ZZ-Variabilität unterschiedlicher Schichttiefen (MEACHIM und COLLINS 1962b), 
hängt die ZZ-Dichte auch von der Lokalisation, belastetes oder unbelastetes Knorpelareal, 
ab (EGGLI et al. 1988). Sie ist in gewichtsbelasteten Gebieten niedriger, in unbelasteten 
höher. In der hier vorliegenden Studie wurde bei der Gewinnung von Knorpelstücken zur 
ZZ-Bestimmung darauf geachtet, dass diese von unterschiedlichen Gelenkabschnitten 
stammten und auch verschiedene Tiefen repräsentierten. Dies wurde jedoch rein subjektiv 
bestimmt, so dass die hier ermittelten Werte, sowie auch der Trend zur ZZ-Abnahme im 
Alter, keine wissenschaftlichen Belege darstellen. 
Zieht man andere Studien zum Vergleich der Einsaatzahlen heran, so variieren diese ZZ/ml 
sehr stark von 1,5 x 106 (MALICEV et al. 2007) bis 30 x 106 (MUNIRAH et al. 2008). Die in 
der hier vorliegenden Studie verwendetet Dichte von nur 0,67 x 106 ZZ/ml ist  im Gegensatz 
dazu sehr gering. Die Entscheidung eine solch niedrige ZZ zu verwenden, wurde maßgeblich 
durch den Wunsch nach einer möglichst kliniknahen Studie beeinflusst. In der Humanmedi-
zin liegt die empfohlene Menge an entnommenem Knorpelmaterial zur Gewinnung von 
Chondrozyten laut der Arbeitsgemeinschaft „Geweberegeneration und Gewebeersatz“ bei 
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150-300 mg, um den neugesetzten Defekt nicht zu groß werden zu lassen (BEHRENS et al. 
2004). Dies entspricht in humanen Proben einer Chondrozytenausbeute von 0,2-0,3 x 106 
Zellen (ANDEREYA et al. 2004). Nimmt man die Knorpelzelldichte der hier verwendeten 
Tiere, so bedeuten 300 mg eine Ausbeute zwischen ca. 3,78 und 6,69 x 106 Zellen. Aufgrund 
dieser Erkenntnis wurde die Einsaatdichte mit 3,0 x 106 pro Konstrukt gewählt. Eine Expan-
sion in Monokultur zur Vermehrung der Chondrozyten lehnte man aufgrund der auftretenden, 
starken Dedifferenzierung ab. Ein weiterer Aspekt, der gegen eine Mehrung der Knorpelzel-
len spricht, ist der hohe zeitliche, personelle, finanzielle und technische Mehraufwand zu-
sätzlicher Zellkultur bei steigender Infektionsgefahr. Nicht zu vernachlässigen ist auch die 
Idee, dieses Verfahren so zu gestalten, dass es auch intra-operativ Verwendung stattfinden 
kann. Wie sich in dieser Studie herausgestellt hat, stiegen die Zelldichten aufgrund von 
Schrumpfung und Nassgewichtsabnahme bereits nach einem Tag auf 0,94 x 106 ZZ/g im VB- 
und 1,6 x 106 ZZ/g im BP-Konstrukt an. 
Es ist bekannt, dass Chondrozyten, durch zahlreiche Faktoren beeinflusst, entweder ver-
mehrt zu Proliferation oder zur Synthese von EZM tendieren (GLOWACKI et al. 1983; 
BRODKIN et al. 2004). Eine hohe Zelldichte beeinflusst Knorpelzellen zu vermehrter EZM-
Synthese (WATT 1988). Da die Knorpelzellen sich über den gesamten Kultivierungszeitraum 
vermehrten, kann die hier gewählte ZZ/g als sehr niedrig angenommen werden. Eine höhere 
Einsaatdichte würde dementsprechend die Proliferationsbereitschaft drosseln und dafür die 
zu erwartende EZM-Synthese steigern.  
Diese Vermutung muss durch weitere Untersuchungen zur Einsaatdichte unter Abwägung 
der klinischen Umsetzbarkeit in zukünftigen Studien überprüft werden. Eine andere mögliche 
Konsequenz aus den Ergebnissen bezüglich der ZZ-Entwicklung kann auch eine Verlänge-
rung des Kultivierungszeitraumes sein, um zu erforschen, ob sich eine maximale ZZ-Dichte 
einstellt, ab welcher dann die Proliferation zugunsten der EZM-Synthese herabgesetzt wird. 
Eine mögliche Erklärung für die stärkere Proliferation in den VB- gegenüber den BP-
Konstrukten könnte sein, dass die Erythrozyten eine Aktivierung und damit WF-Freisetzung 
unterstützen (TANAKA et al. 2008). Der Gehalt an stimulierenden Faktoren liegt somit höher.  
Die Vitalität der Chondrozyten in den VB- und BP-Konstrukten war mit jeweils über 95 % zu 
allen Untersuchungszeitpunkten sehr hoch und kann durchaus mit anderen Studien konkur-
rieren (GROGAN et al. 2003). Die hohe Vitalität ist für die Tauglichkeitsbewertung zum 
MACT ein ausschlaggebendes Kriterium. 
Betrachtet man den vitalen ZZ-Gehalt pro Konstrukt, so zeigt sich bei den VB-Konstrukten 
ein stabiler Wert zum Tag 1 hin. Es kommt also im Zuge der Herstellung nicht zu einer er-
heblichen Apoptose. Im weiteren Kultivierungsverlauf vermehren sich die Chondrozyten 
signifikant, in den ersten 14 Tagen stärker als in den folgenden. Der Verlauf der ZZ-
Entwicklung bei den BP-Konstrukten zeigt ein ähnliches Bild. Allerdings ist hier zum Tag 1 




zunächst ein ZZ-Rückgang zu verzeichnen. Die festgestellte Differenz, zwischen 3,0 x 106 
eingesäten und den am Tag 1 gezählten Chondrozyten, liegt an dem starken Wasserverlust 
aus den BP-Konstrukten. Dabei wurden auch zahlreiche Chondrozyten aus dem Konstrukt 
ausgeschwemmt. Diese fanden sich auf dem Boden der 6 Wellplatten wieder.  
 
Die Bildung von EZM wurde in dieser Studie neben histologischer und IHC-Darstellung auch 
unter Verwendung des DMMB-Assays und mit Hilfe der qRT-PCR auf Genexpressionsebene 
nachgewiesen.  
Ziel der Übersichtfärbung HE war es, zu zeigen, inwiefern die Knorpelzellen im Konstrukt 
gleichmäßig verteilt vorlagen. Ob sich Cluster von Zellen bildeten und inwieweit  sich die 
Lage der Zellen im Konstrukt auf ihr morphologisches Erscheinungsbild auswirkte. Wie be-
reits im Ergebnissteil beschrieben, waren die Zellen gleichmäßig im gesamten Konstrukt 
verteilt und unterschieden sich morphologisch nicht. Es gab auch keine reduzierte Zelldichte 
zur Mitte des Konstruktes hin. Daher kann man davon ausgehen, dass die Knorpelzellen im 
gesamten Konstrukt gleich gut mit Nährstoffen versorgt worden sind. In Vergleichen mit 
anderen Studien, mit z.B. Scaffolds aus mikroporöser Gelatine (SOMMAR et al. 2010), zei-
gen sich die hier untersuchten Konstrukte überlegen bezüglich der Nährstoffperfusion. Mor-
phologische Unterschiede wären bei einer Ausrichtung und Zonierung zu erwarten (MAINIL-
VARLET et al. 2003). Da die Konstrukte aber, wie bereits beschrieben, keiner Stimulation 
ausgesetzt waren, wurde eine Anpassung und Ausrichtung, wie erwartet, nicht induziert.  
Die Alzianblaufärbung ist die erste spezifische Färbung zur Darstellung typischer Bestandtei-
le der EZM, den sGAGs (SOMMAR et al. 2010). Da aber im VB und BP ebenfalls verschie-
dene sGAGs vorliegen, musste zunächst eine mögliche falschpositive Färbung ausgeschlos-
sen werden. Dazu wurden Leergele in demselben Färbeprozess mitgefärbt. Aus dem Ver-
gleich der Leergele mit den Konstrukten, sowohl VB als auch BP, zeigt sich deutlich ein 
Zugewinn an sGAGs. Während ein Gehalt an sGAG im Leergel nicht nachweisbar ist, so ist 
die Anfärbung vor allem in den VB-Konstrukten stark positiv. Auch wenn die BP-Konstrukte 
sich blasser darstellen, so sind sie doch als eindeutig positiver Nachweis zu deuten.  
Mit der Safranin-O Färbung werden sGAGs rot angefärbt, Bindegewebe stellt sich grün dar. 
Die Leergele waren bei dieser Färbung nicht anfärbbar, die Positivkontrolle, in Form von 
nativem Knorpel war, wie erwartet rot. Die Schnitte der VB- und BP-Konstrukte färbten sich 
alle kräftig grün. Eine Rotfärbung stellte man bei diesen nicht fest. Diese Ergebnisse stim-
men mit denen der Alzianblau-Färbung nicht überein und verlangen daher nach möglichen 
Erklärungen. Ein Argument könnte sein, dass die vorhandenen sGAGs zwar angefärbt wur-
den, jedoch zu gering vorlagen und von der starken Lichtgrünfärbung überdeckt wurden. 
Eine weitere Möglichkeit besteht darin, dass diese Färbung für die VB-und BP-Konstrukte 
ungeeignet ist, dass evtl. Störfaktoren im Konstrukt selbst vorhanden sind, die zu einer redu-
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zierten Sensitivität gegenüber den sGAGs führen. Ebenfalls in Betracht gezogen werden 
muss auch die Möglichkeit, dass keine sGAGs in den Konstrukten vorliegen und deshalb 
keine Anfärbung stattfinden kann. Gegen diese Annahme spricht allerdings zum einen das 
Ergebnis der Alzianblaufärbung, bei dem, wie bereits diskutiert, sGAGs nachgewiesen wer-
den konnten und zusätzlich die Messung der sGAGs im DMMB-Assay, welche als quantitati-
ver Nachweis eine exaktere Bestimmung darstellt. 
Die für die IHC verwendeten AK sind nicht spezifisch für Equiden. Es handelt sich hierbei um 
humane AK, die aber bereits für bovine, porcine und ovine Proben positiv getestet waren. 
Um sicher zu gehen, dass diese AK auch auf die hier verwendeten equinen Proben sensitiv 
waren, wurde bei den Färbeprozessen auch immer ein equiner nativer Knorpelschnitt unter-
sucht. Zu Beginn der Auswertung wurden auch Leergele mitgefärbt, um eine mögliche 
falschpositive Aussage zu detektieren. Diese waren jedoch alle negativ und wurden nicht 
mitveröffentlicht. Da Aggrekan, Kollagene, sowie die anderen verwendeten Komponenten 
phylogenetisch sehr alte Proteine darstellen, ist zumeist eine Kreuzreaktivität zwischen 
verschieden Spezies gegeben. Die IHC Ergebnisse von Aggrekan, C-4-S und C-6-S Färbun-
gen können hier zusammenfassend diskutiert werden, da mit diesen drei Färbungen, vom 
Proteoglykan Aggrekan hin zu seinen einzelnen Bestandteilen, immer die gleiche Aussage 
getroffen wurde und sich die Ergebnisse gegenseitig verifizierten. Da diese drei Komponen-
ten des hyalinen Knorpels immunhistochemisch nachweisbar waren, ist eine Synthese durch 
die, im Konstrukt eingesäten Chondrozyten gegeben. Diese Aussage finden wir auch in der 
qRT-PCR zur Genexpression von Aggrekan wieder. Die Produktion von Bestandteilen der 
EZM, wie Aggrekan und Kol II, ist ein essentieller Ausgangspunkt für eine erfolgverspre-
chende Knorpelreparation in vivo. Im Gegensatz zu diesen stark positiven Anfärbungen der 
genannten Komponenten stellt sich bei der IHC zu Kol I kein positiver Nachweis ein. Kol I 
wird im Ersatzknorpel anstelle des Kol II gebildet und ist daher ein Indiz für qualitativ min-
derwertigeren Knorpel. Das Ziel eines jeden Knorpelkonstruktes ist es, dem natürlichen 
hyalinen Gelenkknorpel an Zusammensetzung und damit an Qualität, möglichst zu entspre-
chen. Da der Kollagenanteil des Kol II im nativen Gelenkknorpel bei 95 % liegt, ist dies der 
wichtigste Kollagentyp, während Kol I nur oberflächlich in der Lamina splendens vorkommt. 
Daher ist die fehlende Kol I Nachweisbarkeit bei gleichzeitiger Kol II Anfärbbarkeit als Erfolg 
auf dem Weg zu einem hyalinartigen Knorpelkonstrukt zu werten. 
 
Die Proben zur sGAG-Bestimmung mittels DMMB-Assay wurden nach dem Papainverdau 
jeweils direkt eingefroren und über den gesamten Versuchszeitraum bei -20 °C gelagert, um 
anschließend alle zusammen ausgewertet zu werden. Man muss davon ausgehen, dass VB 
und BP eigene sGAGs, wie Heparansulfat oder Keratansulfat, beinhalten, welche dann das 
Ergebnis verfälschen würden (LARKING 1989). Um diesen Fehler zu eliminieren, wurden die 




identisch und zeitgleich kultivierten und ebenfalls Papain verdauten Leergele als Grundab-
sorption verwendet. Es war also nötig, die Absorption, die durch VB und BP stattfand von 
der, der eigentlich zu bestimmenden sGAGs abzuziehen. Um diesen wichtigen Zwischen-
schritt zu ermöglichen, war es wiederum unumgänglich, alle einzelnen Proben in der glei-
chen Konzentration vorliegen zu haben. Daher wurden alle Proben zunächst auf eine Kon-
zentration von 122 mg / ml verdünnt. 
Da es bei der Verdauung bzw. Lagerung der Proben von T1 zu einem Fehler kam, so dass 
diese Proben bei der Untersuchung einem systemischen Fehler unterlagen, mussten sie von 
der Auswertung ausgeschlossen werden. Zu berücksichtigen sind die hohen individuellen 
Schwankungen, die sich in den fehlenden Signifikanzen zwischen den Ergebnissen bemerk-
bar machen. Trotzdem kann als Trend festgehalten werden, dass der sGAG-Gehalt, sowohl 
bezogen auf das Konstrukt, als auch auf das Nassgewicht, in beiden Konstruktarten über 
den Kultivierungszeitraum zunimmt. Außerdem bleibt zu vermerken, dass der Reingehalt an 
sGAG im VB immer höher war als im BP. Diese Resultate decken sich auch mit den bereits 
diskutierten Ergebnissen der Alzianblaufärbung und lassen, wie bereits erwähnt, an der 
Richtigkeit der entgegen gesetzten Aussage der Safranin-O Färbungen zweifeln. Wenn man 
den ZZ/mg bzw. ZZ/Konstrukt mit einbezieht, so ist es auch leicht nachvollziehbar, dass im 
VB der sGAG-Gehalt höher liegt als im BP, da eine höhere Konzentration von Chondrozyten 
vorliegt. Betrachtet man nun die Syntheseleistung sGAG einer einzelnen Knorpelzelle, so ist 
am Tag 14 auch hier der Wert in VB-Konstrukten höher, am Tag 28 sind die beiden Werte 
jedoch fast gleich. Diese Entwicklung lässt vermuten, dass die Chondrozyzten im BP, die 
zunächst eine niedrigere Zelldichte haben, ihren Schwerpunkt adaptiv auf Proliferation set-
zen und sich anschließend, bei optimaler ZZ, der EZM Synthese widmen. 
Ein möglicher , jedoch eher unwahrscheinlicher Grund, warum die Chondrozyten im VB zum 
Kultivierungsende hin ihre Syntheseleitung leicht senken, könnte sein, dass sie auf die ge-
stiegene sGAG Konzentration in ihrer Umgebung reagieren. Es ist bekannt, dass der pH 
Wert Einfluss auf die GAG-Synthese hat. Ist das Milieu sauerer als pH 7,2, nimmt die Syn-
theseleistung signifikant ab (WU et al. 2007). 
Nicht unkommentiert sollen in der Literatur angebrachte Zweifel an der Sensitivität des 
DMMB-Assays bleiben. So ist, je nach Quelle, beschrieben, dass die erhaltenen Werte mit 
Vorsicht zu interpretieren sind, wenn eine Konzentration von 4 bzw. 5 µg / ml oder weniger 
besteht (FARNDALE et al. 1982; BARBOSA et al. 2003). Die nicht veröffentlichten Rohwerte 
der Messung liegen zwischen 3 und 80 µg / ml, also teilweise im kritischen Bereich. Da das 
Verfahren immer nach dem gleichen Messprinzip abgelaufen ist und die Ergebnisse als 
Vergleichswerte dienten, um einen Trend erkennen zu lassen, darüber hinaus sich diese 
niedrigen Werte aufgrund ihrer Seltenheit kaum auf die Mediane niederschlagen, kann man 
den DMMB-Assay hier als sensitiv werten. 
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Um bei den qRT-PCR Untersuchungen möglichst ideale Vergleichsbedingungen zu schaffen, 
wurden jeweils verschiedene Konzentrationskombinationen der einzelnen Primerpaare in 
einem Optimierungslauf getestet. Allgemein gilt anzumerken, dass die hier verwendeten 
Primer keine explizit equinen Primer waren, sondern Humansequenzen. Sie wurden bereits 
2006 in einer Studie von GIOVANNINI erfolgreich verwendet (GIOVANNINI 2006). Natürlich 
wäre die Verwendung rein equiner Primer diesen vorzuziehen, allerdings sind diese in der 
Literatur nicht beschrieben. 
Mit der Feststellung der Genexpression von Aggrekan wurde zu allen Untersuchungszeit-
punkten das wichtigste Proteoglykans des hyalinen Knorpels erfasst. Wie aus dem Ergebnis-
teil ersichtlich, nahm diese Genexpression kontinuierlich über den Kultivierungszeitraum ab, 
sowohl in den VB-, als auch in den BP-Konstrukten. Dieser Trend stellt eine Dedifferenzie-
rung der Zellen dar und ist daher zunächst als unbefriedigendes Ergebnis zu sehen. Zieht 
man allerdings andere Studien zum Vergleich heran, so kann man damit argumentieren, 
dass es in der hier vorliegenden Studie zu einer Senkung der Aggrekanexpression von nur 
42,70 % in VB-Konstrukten gekommen ist. Auch der stärker ausgeprägte Rückgang in den 
BP-Konstrukten auf 28,43 % der Expression von nativen Knorpelzellen, ist im Vergleich mit 
der Studie von GALOIS et al. (2006), bei der 3-D Kollagengele auf der Basis von Kol I ver-
wendet wurden, noch als befriedigend zu sehen. In der genannten Studie sank die Aggre-
kan-Genexpression im Vergleich zu nativen Chondrozyten nach sechs Tagen bereits auf ein 
Viertel, nach zwölf Tagen auf weniger als ein Achtel (GALOIS et al. 2006). 
Betrachtet man die Differenzen der Aggrekan-Genexpression, so ist ein signifikanter Unter-
schied der Expression der nativen Knorpelzellen zu den in VB-Konstrukten kultivierten 
Chondrozyten nur am Tag 28 zu verzeichnen. Dies kommt zum einen sicher daher, dass die 
individuellen Schwankungen sehr hoch sind und die Anzahl der Proben relativ gering. Trotz-
dem ist diese fehlende Signifikanz auch ein Hinweis auf nur langsame, bzw., durch die 3-D 
Kultivierung im Gegensatz zur Monolayerkultur, herabgesetzte Dedifferenzierung. Diese ist 
bei den Konstrukten auf BP Basis etwas stärker ausgeprägt. Hier kommt es bereits am 
Tag 14, und auch am Tag 28 zu einer signifikant niedrigeren Aggrekanexpression als in den 
nativen Chondrozyten. Sieht man den Verlauf innerhalb der Konstruktgruppen, so ist eben-
falls ein signifikanter Rückgang vom Tag 1 zum Tag 28 zu erkennen. Interessant ist hier, 
dass die Genexpression in den BP-Konstrukten im Median am Tag 1 über der von nativen 
Knorpelzellen lag.  
Kol II ist mit einem Anteil von 95 % der wichtigste Kollagentyp im hyalinenen Knorpel. Sein 
Anteil an der EZM entscheidet maßgeblich über die Qualität des Ersatzknorpelgewebes. 
Daher war es von großem Interesse, die Genexpression dieses Proteins im Verlauf der 
Kultivierung nachzuvollziehen. Wie bereits bei der Aggrekan-Genexpression erläutert, ist 




auch die Expression von Kol II ein Merkmal dafür, inwieweit die Knorpelzellen chondrogenen 
Phänotypen haben, bzw. ob eine Dedifferenzierung vorliegt. Auch hier zeigt sich im zeitli-
chen Verlauf ein Rückgang der Genexpression auf bis zu 47,41 % in VB- und in 21,83 % in 
BP-Konstrukten, also Zeichen einer zunehmenden Dedifferenzierung. Allerdings unterschei-
den sich die Ergebnisse in den VB-Konstrukten nur am Tag 28 signifikant von denen, der 
nativen Knorpelzellen. Etwas anders sieht es bei den BP kultivierten Chondrozyten aus. Die 
Expression am Tag 14 und Tag 28 ist signifikant niedriger als die der nativen. Außerdem 
nimmt sie innerhalb der VB-Konstrukte von Tag 1 sowohl zu Tag 14 als auch zu Tag 28 
signifikant ab. Die Expression der Zellen der BP-Konstrukte sind zu denen aus VB am 
Tag 14 und 28 signifikant erniedrigt. Vergleicht man die Ergebnisse ebenfalls mit denen, der 
bereits genannten Studie von GALOIS (2006), so ist auch hier die Genexpressionsreduzie-
rung niedriger: Sie beträgt bei den Gelen aus Kol I nach sechs Tagen schon nur noch 12,5 % 
der nativen Zellen und nach zwölf Tagen sogar nur noch 5 %. Auch hier kann man verschie-
dene Ansatzpunkte für zukünftige Studien zur Steigerung der Kol II Synthese überlegen, wie 
eine Supplementierung des Nährmediums mit Hyaluronsäure, Synovialflüssigkeit oder, den 
bereits genannten WF TGF-ß1 (HEGEWALD et al. 2004). 
Als dritte qRT-PCR Genexpressionsbestimmung wurde Kol I gewählt. Da dies von hyalinen 
Knorpelzellen in Gelenkknorpel nur vermindert exprimiert wird und in Ersatzknorpelgewebe 
in großen Mengen vorliegt, somit ein Indiz für mindere Knorpelqualität darstellt, ist die Ex-
pression dieses Kollagentyps ein weiterer Dedifferenzierungsmarker. Entsprechend den 
Aussagen der beiden vorher genannten Genexpressionen, stellen auch die Ergebnisse der 
Kol I Expression eine Dedifferenzierung der kultivierten Knorpelzellen fest. So kommt es 
über den Versuchszeitraum kontinuierlich zu einer ansteigenden Kol I Genexpression. Die 
Werte sind bei dieser Untersuchung, verglichen mit den nativen Zellen, bereits am Tag 14 in 
beiden Konstruktarten signifikant erhöht. Diese Signifikanzen bleiben auch am Tag 28 be-
stehen. Die Erhöhung innerhalb einer Konstruktart weist keine signifikanten Unterschiede 
auf. So steigt die Kol I Expression in VB ebenso wie in BP vom Tag 1 sowohl zum Tag 14, 
als auch zum Tag 28. Da die Werte in den veröffentlichten Darstellungen im Ergebnissteil 
immer in Prozent der des nativen Knorpels dargestellt sind, ist die Aussage von einer 
Verdrei-, bis Vervierfachung etwas verzerrt. Zwar ist die Angabe korrekt. Es ist aber zu be-
rücksichtigen, dass die Expression von Kol I im nativen Knorpel so niedrig ist, dass eine 
Verdrei- und Vervierfachung sehr schnell erreicht wird. So muss man den Vergleich mit 
Studien, bei denen Chondrozyten in Monolayerkultur vermehrt, dann auf Scaffolds besiedelt 
wurden und anschließend eine Downregulierung von Kol I festgestellt wurde, kritisch be-
trachten. Diese Chondrozyten reduzieren zwar ihre Kol I-Genexpression im Vergleich zu den 
Monolayer-Zellen. Ein direkter Vergleich zu nativen Chondrozyten wird jedoch häufig nicht 
angegeben (SHA'BAN et al. 2008). Im Gegensatz dazu ist der bereits erwähnte Rückgang in 
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der Expression von Kol II auf ½ (VB) und 1/4 (BP) zwar aussagekräftig bezüglich der Zellde-
differenzierung. Im direkten Vergleich zu Kol I bleibt aber fest zu halten, dass trotz dieses 
veränderten Expressionsverhaltens, die Expressionsrate für Kol II über der von Kol I liegt.  
5.3.2 Diskussion der Ergebnisse anhand von Paradigmen  
Die wichtige Fragestellung der hier vorliegenden Arbeit, nach Eignung von VB und BP als 
Ausgangsmaterial für zur Herstellung von MACTs, wurde anhand von Zellzahlentwicklung, 
Vitalität und Syntheseleistung charakteristischer EZM-Marker untersucht und diskutiert. In 
der weiteren Diskussion sollen nun anhand von Literaturangaben weitere wichtige Eigen-
schaften erörtert werden. 
Biokompatibilität und Resorption 
HUNZIKER hat 1999 erstmals unumgängliche Eigenschaften eines Scaffolds aufgestellt 
(HUNZIKER 1999b). Eines dieser Eigenschaften ist die Biokompatibilität. Diese ist aus-
schlaggebend für eine Integration zum nativen Gewebe. Da die hier durchgeführte Studie 
eine reine in vitro Untersuchung ist, kann keine verbindliche Aussage über die Bioverträg-
lichkeit im Körper nach Implantation getroffen werden. Da es sich aber um ein körpereigenes 
Material handelt, ist anzunehmen, dass das Implantat vom Organismus akzeptiert wird. Um 
aber eine Angabe in diesem Punkt zu erhalten, sind weitere Untersuchungen, auch in vivo, 
notwendig. 
Eine Aussage zur Zellkompatibilität ist allerdings in dieser Untersuchung bereits gegeben. So 
konnten keine zelltoxischen Auswirkungen der Scaffolds auf die eingesäten Chondrozyten 
beobachtet werden. In andere Studien wurde ein negativer Einfluss von Blut, in Form erhöh-
ter Apoptose, auf Knorpelzellen beobachtet. Dies konnte nicht bestätigt werden (HOOIVELD 
et al. 2003). 
Die Abbaubarkeit von VB- und BP-Konstrukten ist notwendig, um einen physiologischen 
Umbau zu erlauben. Diese ist mit hoher Wahrscheinlichkeit gegeben, da es sich um eine 
körpereigene Substanz handelt, muss aber durch in vivo Untersuchungen geklärt werden. Zu 
berücksichtigen wäre sowohl bei der Kompatibilität als auch bei der Abbaubarkeit, wie sich 
gegebenenfalls synthetische Materialen, als möglicher Zusatz zur Steigerung der Festigkeit, 
auswirken. 
Mechanische Festigkeit, Porosität und Elastizität 
Eine weitere wichtige Eigenschaft eines idealen Scaffolds nach HUNZIKER et al. ist die 
mechanische Festigkeit. Diese wurde bereits im Vorfeld unter 5.3.1 diskutiert, so dass an 
dieser Stelle nur auf Seite 87ff verwiesen werden soll. 




Ebenfalls wichtig für die Bestückung mit Knorpelzellen ist eine gewisse vorliegende Porosi-
tät, um Chondrozyten die Einwanderung zu erlauben und Diffusion von Nährstoffe zu den 
eingesäten Zellen zu ermöglichen.  
Die Knorpelzellen in dieser Studie lagen im Konstrukt homogen verteilt vor. Dies ist zunächst 
damit zu erklären, dass sie mit dem VB, bzw. BP-Gemisch schon vor der Koagulation ver-
mischt wurden. Es ist allerdings anzumerken, dass diese gleichmäßige Verteilung während 
der gesamten Kultivierung anhielt, kein Absterben der Zellen im Konstruktinneren stattgefun-
den hat, die Scaffolds folglich die Nährstoffe gut diffundieren ließen.  
Neben der geforderten Festigkeit muss ein Konstrukt idealer Weise auch eine gewisses Maß 
an Elastizität mit sich bringen. Diese Elastizität ist bei den hier untersuchten Konstrukten vor 
allem zum Ende der Kultivierung hin gegeben. Während die Transplantate zu Beginn des 
Untersuchungszeitraumes noch brüchig waren, nahmen sie im zeitlichen Verlauf stetig an 
Festigkeit zu und waren ab Tag 14 stabil, bei gleichzeitiger Elastizität. Ein Einsatz im Gelenk 
durch einen arthroskopischen Eingriff wäre durchaus vorstellbar. Er ist aber hier ebenfalls 
nur hypothetisch zu diskutieren, da keine arthroskopische Untersuchung stattfand. Im Um-
gang mit den Konstrukten an den Untersuchungstagen konnten diese bedenkenlos mit der 
Pinzette aus dem Nährmedium gezogen werden, ohne zu zerreißen. Auch ein Einrollen und 
wieder Ausbreiten war ohne Beschädigung der Konstrukte möglich. Eine Kompression durch 
einen Schrittmotor wurde hier stichpunktartig ebenfalls durchgeführt, bei dem die Gele ihre 
Ausgangsform wieder annahmen (Ergebnisse nicht veröffentlicht). 
Defekthaftung, Zelladhäsion 
Eine weitere Vorraussetzung eines idealen Scaffolds nach HUNZIKER ist die Haftung des 
Implantates im Defekt. Wie bereits bekannt, war die hier vorliegende Arbeit rein in vitro ge-
führt, so dass sie auch keine Aussagen zu einer möglichen Haftung im Defekt zulässt. Ohne 
weiterführende Untersuchungen bleibt diese Anforderung ungeklärt. Es ist des allerdings 
denkbar, dass sich das, durch eine direkt vorangehende Mikrofrakturierung, einströmende 
Blut im Defekt mit dem VB- oder BP-Konstrukt verbindet und zur Adhäsion beiträgt.  
Die Adhäsion der Chondrozyten im Scaffold war zufriedenstellend. Allerdings kam es, wie 
unter 5.3.1 beschrieben, bei der Herstellung und Anfangskultivierung in den BP-Konstrukten 
zu einer Ausschwemmung von Zellen. Als Ursache für diesen Vorgang ist die langsamere 
Koagulation und die anschließend einsetzende, stärker ausgeprägte Schrumpfung der BP-
Konstrukte zu sehen. Hier haben sich die Konstrukte aus VB als überlegen gezeigt, da sie 
schneller koagulierten, langsamer schrumpften und es so zu keiner erkennbaren Zellaus-
schwemmung gekommen ist. Nach der anfänglichen Schrumpfung war dann auch die Zell-
adhäsion in den BP-Konstrukten in hohem Maße vorhanden. 
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Unterstützung der Signaltransduktionen, Ausbildung struktureller Ani-
sotropie und Innerer Zusammenhalt 
Weitere Eigenschaften, welche von HUNZIKER (1999) als wichtig erachtet wurden, hier 
jedoch nicht untersucht wurden, sind eine Unterstützung der Signaltransduktion seitens der 
Scaffolds. Hierbei ist die Übermittlung von Informationen bezüglich biochemischer Prozesse 
zwischen Zellen gemeint. Da die hier verwendeten Scaffolds einen körpereigenen Vorgang, 
den Super Clot imitieren, ist anzunehmen, dass eine Signaltransduktion nicht behindert wird. 
Andernfalls müsste man davon ausgehen, dass diese auch bei jeder Gewebsschädigung mit 
Einblutung, beispielweise bei einer Fraktur mit Hämatombildung, gestört würde. Da es hierzu 
keine Untersuchung in dieser Studie gab, kann jedoch auch keine definitive Aussage getrof-
fen werden. 
Strukturelle Anisotropie beschreibt die Ausrichtung eines Materials aufgrund seiner Belas-
tung und wird ebenfalls von HUNZIKER gefordert. Während der unreife Knorpel isotrop 
aufgebaut ist, weist der reife hyaline Gelenkknorpel eine, der Belastung angepasste Ani-
sotropie auf. Ein Scaffold, welches diese Anisotropie unterstützt, bestenfalls selbst direkt 
mitbringt, ist biomechanisch im Vorteil. Wie schon mehrfach erwähnt, fehlt es den Konstruk-
ten in dieser Studie an mechanischen Reizen, die unter Umständen eine anisotrope Ausrich-
tung induzieren könnten. Auch hier empfehlen sich weitere Untersuchungen.  
5.3.3 Vergleichende Diskussion der Ergebnisse VB versus BP 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde VB und BP auf ihre Eignung zur Herstellung von Knor-
pelersatzkonstrukten hin untersucht. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich 
grundsätzlich beide Ausgangsstoffe eignen. Daher soll nun eine kurze, direkte Gegenüber-
stellung die Vor- und Nachteile abwägen. Die Verfügbarkeit, bzw. Gewinnung ist bei beiden 
Flüssigkeiten sehr gut und einfach, wobei sich die BP-Erzeugung mit ihrem zusätzlichen 
Bearbeitungsschritt etwas aufwändiger gestaltet. Ein Nachteil der BP-Konstrukte ist sicher 
der hohe Flüssigkeitsverlust zu Beginn der Kultivierung, der eine Ausschwemmung einiger 
Chondrozyten aus dem Material mit sich bringt. Zu Kultivierungsbeginn waren die BP-
Konstrukte bereits etwas stabiler, als die aus VB und dadurch im Umgang handlicher. Dieser 
Nachteil seitens der VB-Konstrukte verschwand aber mit zunehmender Schrumpfung. In 
ihrem Schrumpfungsausmaß unterschieden sie sich nicht, bis auf diese genannte zeitliche 
Verschiebung. Die Proliferation war in den Konstrukten auf VB-Basis stärker ausgeprägt als 
in denen aus BP, ein möglicher Grund dafür wurde mit der WF-Ausbeute bereits angespro-
chen. Auch in der Synthese der EZM standen die BP- den VB-Konstrukten immer etwas 
nach. Die BP-Konstrukte hatten durch die Ausschwemmung der Chondrozyten zu Beginn 
des Kultivierungszeitraumes eine deutlich niedrigere Ausgangs-ZZ. Inwieweit sich diese auf 
die Synthesebereitschaft und –leistung auswirkte, kann nicht geklärt werden. Es scheint aber 
unter Berücksichtigung aller Ergebnisse, v.a. DMMB und qRT-PCR, eine insgesamt niedrige-




re Aktivität der Chondrozyten im BP vorzuliegen. In den weiteren Eigenschaften Kompatibili-
tät, Abbaubarkeit, Defekthaftung und Transduktion sowie Anisotropie können in dieser 
in vitro Untersuchung keine Vor- oder Nachteile untersucht werden.  
In der Literatur wird immer wieder von einer negativen Beeinflussung in vitro durch Blut 
berichtet. So veröffentlichten KIRKPATRICK et al. bereits 1982 eine Studie, in der sie die 
Hemmung der Prostaglandin-Synthese von Chondrozyten durch Hämoglobin nachwiesen 
(KIRKPATRICK et al. 1982). Die Gruppe um HOOIVELD beurteilte einen Chondrozytenkon-
takt mit Blut sogar darüber hinaus noch kritischer, da in deren Monolayervergleichskultur - 
neben der erniedrigten PG-Synthese auch eine erhöhte Apoptose der Knorpelzellen vorlag 
(HOOIVELD et al. 2003). Eine aktuelle Studie zu den negativen Effekten von VB auf Knorpel 
veröffentlichten SOSIO et al. 2010. Darin wird beschrieben, dass bereits ein VB-Kontakt von 
drei Tagen die Aktivität der Mitochondrien merklich reduziert (SOSIO et al. 2010). Allerdings 
wurde in den genannten Untersuchungen immer frisches VB verwendet. Es ist daher unklar, 
wie sich der Einsatz von Schock gefrorenem VB verhalten würde. Im Vergleich zu BP konn-
ten, wie bereits erwähnt, keine negativen Auswirkungen auf die PG-Synthese oder Vitalität 
erkannt werden. Ebenfalls in der Literatur beschrieben ist eine mögliche Abwehrreaktion 
gegen autologe Erythrozythen, wenn sie außerhalb der Blutgefäße vorkommen (HUNZIKER 
2002). Inwieweit dieser Aspekt auch auf die VB-Konstrukte aus gefrorenem allogenem Aus-
gangsmaterial zutrifft, lässt sich ohne weitere Untersuchungen nicht klären. 
5.4 Vorausschau 
In diesem Abschnitt möchte ich einige Vorschläge für nachfolgende Studien noch einmal 
zusammenfassen.  
Eine Option für zukünftige Studien stellt die Optimierung der eingesäten ZZ dar. Die Motiva-
tion in der hier vorliegenden Arbeit, eine solch geringe ZZ zu verwenden, wurde bereits 
angesprochen. Für weitere Untersuchungen wäre allerdings von Interesse, inwieweit sich 
höhere ZZ auf das in vitro Gesamtergebnis bzgl. der EZM auswirken. Es stellt sich die Frage, 
ob man besser eine Vermehrung der Chondrozyten in Monolayerkultur mit den, sich daraus 
ergebenden, Nachteilen der Dedifferenzierung in Kauf nimmt, oder ob es sich als sinnvoll 
erwiese, die Kultivierungszeit zu verlängern und damit ggf. eine gesättigte ZZ redifferenzier-
ter Chondrozyten zu erreichen. 
Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung von PRP statt des hier genutzten BP. In der Literatur 
gibt es verschieden Herstellungsprotokolle für equines PRP. Allen gemein ist die Anreiche-
rung von Thrombozyten bis auf ein Achtfaches und damit auch die von WF. Hier gehen die 
Literaturangaben auseinander, von einer Erhöhung der WF um 3-5-fache (BUHR und SIEK-
MANN 2009) zu inhomogenen Ergebnissen (WEIBRICH et al. 2002).  
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Eine wichtige Frage ist, ob Scaffolds auf PRP-Basis, welche vermutlich auch reicher an WF 
wären, sich besser eigneten. Eine in vitro Studie aus dem Jahr 2009 konnte an Schafmateri-
al zeigen, dass PRP eine proliferative Wirkung auf Chondrozyten hat, gleichzeitig aber auch 
die Dedifferenzierung fördert (DRENGK et al. 2009). GAISMAIER et al., der die Auswirkun-
gen von Aggregatüberständen aktivierter Thrombozyten auf humane Chondrozyten unter-
suchte, kam zu denselben Ergebnissen (Proliferationsteigerung bei gleichzeitiger Dedifferen-
zierung). Er rät daher von ihrem Einsatz ab, wenn keine Phänotyp stabilisierenden Verfahren 
zusätzlich zum Einsatz kommen (GAISSMAIER et al. 2005). Es müssen also zusätzlich 
Verfahren entwickelt werden, die die Knorpelzellen in vitro stärker zu EZM-Synthese anregen 
würden. 
In diesem Zusammenhang wäre dann auch die Wahl des Antikoagulanz zu überdenken. 
Verschiedene Studien konnten die Überlegenheit von Acid-citrate-dextrose (ACD) zur PRP-
Herstellung gegenüber anderen Gerinnungshemmern zeigen. Dabei wurde übereinstimmend 
festgestellt, dass PRP-Proben mit ACD, signifikant höhere Aktivierungsreaktionen und damit 
WF-Freisetzungen aufwiesen (PIGNATELLI et al. 1995; PIGNATELLI et al. 1996; LEI et al. 
2009). Ein Verlust von WF durch versehentlich, mit Antikoagulanzien ausgelöste Aktivierun-
gen, gepaart mit den kurzen Halbwertszeiten der WF, könnte so umgangen werden 
(BONADIO et al. 1999). 
In jedem Fall sollte der hier vorgestellten Studie auch eine komplett autologe Herstellung der 
Konstrukte folgen. Dieser Ansatz ist organisatorisch wahrscheinlich am Besten mit einem 
in vivo Versuch zu kombinieren. Hierbei könnten dann auch noch weitere offen gebliebene 
Fragen zur Eignung dieser Konstrukttypen im Körper geklärt werden.  
Mit verbesserten ELISA-Assays wird es (auch) zunehmend möglich sein, WF nachzuweisen 
und auch quantitativ zu bestimmen. Ein solcher Fortschritt würde die weitere Forschung 
präziser machen. Auch eine Supplementierung von exogenen WF zur Verbesserung der 
Ergebnisse kann mit zunehmendem molekularbiologischen Wissen in Betracht gezogen 
werden. 
Ein wichtiger Punkt, welcher schon vermehrt angesprochen wurde, ist die Optimierung der 
hier sehr einfachen Kultivierungsbedingungen. So sollte auf jeden Fall ein möglicherweise 
günstiger Einfluss durch eine Regulierung des O2 auf 5 % getestet und bei positivem Ergeb-
nis genutzt werden. Ebenso stellt sich die Frage nach Umsetzbarkeit und Nutzen einer Kulti-
vierung im Bioreaktor, evtl. mit mechanischer Stimulierung, um dem Transplantat eine funkti-
onelle Adaption zu ermöglichen (BROMMER et al. 2005). 
Einen Nachteil des momentanen Entwicklungsstandes stellt die nur unbefriedigende mecha-
nische Stabilität der Konstrukte direkt nach Herstellung, sowie zu Kultivierungsbeginn dar. 
Hier sollten ebenfalls verschiedene Optionen zur Verbesserung getestet werden. Eine ist 
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Gelenkknorpel ist ein gefäßloses, hoch spezialisiertes Gewebe mit nur sehr begrenzter 
Regenerationsfähigkeit. Entstandene Läsionen werden bei natürlicher Heilung durch min-
derwertigen Faserknorpel gefüllt. Ein vielversprechender Therapieansatz kommt aus dem 
Gebiet des Tissue Engineering. Dabei werden isolierte Chondrozyten in vitro vermehrt und 
anschließend in den Defekt eingebracht. In den letzten Jahren ist hier die 3-D-Kultivierung in 
patientenspezifischen Biomaterialien zunehmend in den Fokus der Forschung geraten. Ziel 
der hier vorgestellten Studie war es, die Tauglichkeit von Vollblut und Blutplasma als Aus-
gangsmaterial für MACTs aufgrund makroskopischer Eigenschaften, Zellzahlentwicklung im 
Konstrukt, Zellvitalität und Syntheseleistung charakteristischer EZM-Marker zu untersuchen. 
 
Es wurde für diese Studie Knorpel aus den Fesselgelenken vier geschlachteter Pferde (2-
16 Jahre) entnommen, mechanisch zerkleinert und anschließend mit Kollagenase A verdaut. 
Von einem 6-jährigen klinikeigenen Wallach wurde Vollblut in Citratröhrchen gewonnen, ein 
Teil zu Plasma weiterverarbeitet und beides bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung Schock 
gefroren. Zur Herstellung der walzenförmigen Konstrukte mit den Maßen 9,6 cm2 x 4,7 mm, 
wurden 4,5 ml Vollblut bzw. Plasma mit je 3x106 Chondrozyten suspensiert und durch Zuga-
be von CaCl2 zur Koagulation gebracht. Der Kultivierungszeitraum betrug 28 Tage in DMEM, 
angereichert mit 10% allogenem Serum und 1% Antibiotika. Die Konstrukte wurden an den 
Tagen 1, 14 und 28 auf Zellzahl, -vitalität und mithilfe qRT-PCR auf hyaline Knorpelmarker 
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wie Kollagen Typ II und Aggrekan untersucht. Zudem wurden histologische und immunhisto-
chemische Präparate der Konstrukte angefertigt. 
 
Die Zellvitalität betrug sowohl in den VB-, als auch in den BP-Konstrukten ≥95% bei steigen-
der Zellzahl (bis zu 5x106 im Vollblutkonstrukt). Die MACTs beider Ausgangsmaterialien 
schrumpften auf eine Größe von 2 cm² x 2 mm. Histologisch konnten in beiden Konstruktar-
ten mit der Alzianblaufärbung sGAG belegt werden. Darüber hinaus wurde der sGAG-Gehalt 
mit dem DMMB-Assay quantitativ ermittelt. Aggrekan, C-4-S, C-6-S und COMP wurden als 
wichtige Bestandteile der EZM immunhistochemisch angefärbt und waren ebenfalls in beiden 
Konstruktarten nachweisbar. Mit der qRT-PCR konnte die Genexpression von Aggrekan, 
Kol II und Kol I über den zeitlichen Verlauf ermittelt werden. Es stellte sich heraus, dass sich 
sowohl die Genexpression von Aggrekan als auch die von Kol II, den beiden Indikatorprotei-
nen EZMs des hyalinen Gelenkknorpels über den Kultivierungszeitraum absenkten. Dies 
deutet auf eine Dedifferenzierung der Chondrozyten hin. Die Expression von Kol I dagegen 
stieg um ein Vielfaches an. Auch das kennzeichnet eine Dedifferenzierung. Zieht man ande-
re Studien heran, so ist die festgestellte Umstellung der Genexpression aber vergleichsweise 
niedrig, eine Dedifferenzierung weg vom chondrogenen Phänotyp in der hier vorliegenden 
Arbeit also weniger stark ausgebildet.  
Biokompatibilität mit und Abbaubarkeit im Empfängerorganismus konnten in dieser in vitro 
Untersuchung nicht evaluiert werden. 
 
Zusammenfassend kann man festhalten, dass VB und BP als Ausgangsbiomaterialien zur 
Herstellung von MACT geeignet sind. Inwieweit es gelingen wird, den chondrogenen Phäno-
typ beispielweise durch mechanische Stimulation der eingesäten Zellen stärker zu erhalten, 
muss in folgenden Studien geklärt werden. Ebenfalls weiterer Forschungsbedarf ist bei den 
Eigenschaften Elastizität und Steifheit gegeben. Grundsätzlich gilt, dass MACTs auf VB- und 
BP-Basis einen einfachen, kostengünstigen und patientenspezifisch herstellbaren Therapie-
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Articular cartilage is a vessel-free, highly specialized tissue with only very limited 
regenerative capacity. Resulting lesions are filled with inferior fibrocartilage by natural 
healing. A promising therapeutic approach comes from the field of tissue engineering. 
Therefore isolated chondrocytes are expanded in vitro and then placed into the defect. In the 
last few years the 3-D culturing in patient-specific biomaterials has come increasingly into the 
focus of research. Purpose of the present study was to evaluate the suitability of whole blood 
and blood plasma as a basic material for MACT based on macroscopic properties, 
development of cell number in the construct, cell viability and synthetic performance of 
characteristic markers. 
 
For this study cartilage from the four fetlock joints of slaughtered horses (2-16 years) were 
removed, crushed mechanically and then digested with Collagenase A. Whole blood was 
obtained in citrate tubes of a 6 year old gelding owned by the clinic, finished part to both 
plasma and shock frozen at -80°C until further use. To prepare the cylindrical constructs, 
measuring 9.6 cm2 x 4.7 mm, 4.5 ml of whole blood or plasma, each with 3x106 
chondrocytes were suspended and coagulated by the addition of CaCl2. The cultivation 
period was 28 days in DMEM supplemented with 10% allogenic serum and 1% antibiotics. 
The constructs were evaluated on days 1, 14 and 28 on cell number, viability, and using 
qRT-PCR examination for hyaline cartilage markers such as collagen type II and aggrecan. 
In addition, histological and immunohistochemical preparations of the constructs were made. 
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The cell vitality was in the WB, as well as in the BP constructs ≥ 95% with increasing cell 
number (up to 5x106 in whole blood construct). The MACTs of both basic materials shrink to 
a size of 2 cm x 2 mm². Histologically sGAG could be verified in both construct species by 
Alzianblau staining. In addition, the GAG-content was determined with the DMMB assay 
quantitatively. Aggrecan, chondroitin-4-sulphate, chondroitin-6-sulphate and COMP as major 
components of the ECM were stained immunohistochemically and were also detectable in 
both types of constructs. Aggrecan, collagen II and collagen I were determined on the time 
course by qRT-PCR gene expression. It turned out that the gene expressions of both, 
aggrecan and of collagen II, the two ECM protein indicators of hyaline cartilage lowered over 
the cultivation period. This indicates a dedifferentiation of chondrocytes. The expression of 
collagen I on the other hand increased to a multiple, also featuring a dedifferentiation. If one 
approached other studies, the observed change in gene expression is comparatively low. In 
the present work the dedifferentiation from the chondrogenic phenotype is less distinctive. 
Biocompatibility and biodegradability in the recipient organism could not be evaluated in this 
in vitro investigation. 
 
In summary, one should notice that VB and BP are suitable basic materials for the production 
of MACT. It has to be clarified by following studies, to what extent the chondrogenic 
phenotype can be strengthened, for example by mechanical stimulation of cells sown. Also 
further research is needed on the given properties, e.g. elasticity and stiffness. Generally 
MACT based on WB and BP- is a simple, inexpensive and patient-specific produced 
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I) Makroskopische Eigenschaften 
I.I) Durchmesser  
I.I.I) VB  
Vollblut - Durchmesser [mm]   
     
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 35,0 30,0 17,0 15,0 
  30,0 17,0 15,0 
  30,0 17,0 15,0 
   18,0 15,0 
   18,0 15,0 
   17,0 15,0 
T2 35,0 33,0 16,0 15,0 
  34,0 16,0 15,0 
  35,0 16,0 15,0 
   16,0 15,0 
   15,0 15,0 
   16,0 15,0 
T3 35,0 30 17,0 17,0 
  31 18,0 17,0 
  33 18,0 17,0 
   18,0 17,0 
   17,0 17,0 
   17,0 17,0 
T4 35,0 32 17,0 16,0 
  33 19,0 16,0 
  32 20,0 17,0 
   17,0 17,0 
   19,0 16,0 
   17,0 17,0 
 





Plasma - Durchmesser [mm]  
     
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 35,0 24,0 19,0 17,0 
  23,0 18,0 16,0 
  22,0 18,0 17,0 
   18,0 17,0 
   20,0 16,0 
   17,0 17,0 
T2 35,0 28,0 18,0 15,0 
  29,0 16,0 16,0 
  27,0 18,0 16,0 
   16,0 16,0 
   18,0 17,0 
   18,0 16,0 
T3 35,0 25,0 22,0 16,0 
  26,0 20,0 17,0 
  27,0 20,0 19,0 
   18,0 20,0 
   20,0 18,0 
   16,0 17,0 
T4 35,0 23,0 17,0 16,0 
  24,0 20,0 15,0 
  25,0 17,0 16,0 
   19,0 17,0 
   16,0 15,0 
   19,0 17,0 
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Abb.2:  Durchmesser der BP-Konstrukte Einzeltierübersicht 
 




I.II.I) VB  
Vollblut - Höhe [mm]   
     
D 0 1 14 28 
Tier     
T1 4,7 3,5 1,5 2,0 
  3,3 1,5 2,0 
  4,1 1,5 2,0 
   1,5 2,0 
   1,5 2,0 
   1,4 2,0 
T2 4,7 3,5 1,5 1,5 
  4,0 1,5 1,5 
  3,0 1,5 1,5 
   1,5 1,5 
   1,5 1,5 
   1,4 1,5 
T3 4,7 3,4 2,0 2,0 
  3,3 2,0 2,0 
  3,5 2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
T4 4,7 3,3 2,0 2,0 
  3,5 2,0 2,0 
  3,5 2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
 





Plasma - Höhe [mm]   
     
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 4,7 3,1 1,5 2,0 
  3,2 1,5 2,0 
  3,0 2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
T2 4,7 3,0 2,0 1,5 
  2,8 2,0 1,5 
  3,0 2,0 1,5 
   2,0 1,5 
   2,0 1,5 
   2,0 1,5 
T3 4,7 3,0 2,0 1,5 
  3,1 2,0 2,0 
  3,0 2,0 1,1 
   2,0 2,0 
   1,5 1,2 
   2,0 2,0 
T4 4,7 3,1 2,0 1,5 
  3,2 2,0 2,0 
  3,0 2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
   2,0 2,0 
 
Tab.4:  Höhe der BP-Konstrukte 
Einzeltierübersicht 
 










Abb.4:  Höhe der BP-Konstrukte Einzeltierübersicht 
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I.III) Nassgewicht 
I.III.I) VB  
Vollblut - Gewicht [mg]   
     
D 0 1 14 28 
Tier     
T1 4.500 2.292 457 429 
  3.078 516 390 
  2.927 487 414 
   487 414 
   529 391 
   467 417 
T2 4.500 3.466 408 339 
  3.551 435 342 
  3.516 411 285 
   429 309 
   291 333 
   439 310 
T3 4.500 1.616 509 477 
  1.697 591 507 
  1.458 469 559 
   478 375 
   493 471 
   457 468 
T4 4.500 1.708 525 550 
  1.742 501 436 
  1.974 737 545 
   468 481 
   673 456 
   502 591 
 





Plasma - Gewicht [mg]   
     
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 4.500 1.063 593 511 
  1.058 511 496 
  1.186 657 531 
   443 439 
   753 470 
   427 530 
T2 4.500 1.557 514 443 
  1.574 458 495 
  1.617 629 494 
   578 480 
   595 486 
   524 445 
T3 4.500 487 887 474 
  508 512 444 
  553 686 420 
   497 828 
   501 390 
   491 525 
T4 4.500 664 536 513 
  866 741 436 
  603 547 534 
   592 702 
   504 562 
   657 490 
 












  Abb.6:  Nassgewichtentwicklung der BP-Konstrukte Einzeltierübersicht 
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II) ZZ-Entwicklung  
II.I) ZZ-Entwicklung pro Konstrukt  
II.I.I) VB  
ZZ Vollblutkonstrukt:   
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 3.000.000 1.595.360 1.750.958 2.843.372 
  1.754.560 2.252.381 3.868.207 
  3.469.504 3.500.966 3.624.514 
   3.350.484 3.044.118 
   3.282.464 4.009.101 
   3.351.675 3.855.822 
T2 3.000.000 3.094.643 5.153.684 8.007.055 
  5.186.168 6.535.985 5.050.000 
  2.273.276 5.331.892 4.794.393 
   3.659.716 2.525.481 
   2.992.553 3.425.143 
   1.820.737 3.062.874 
T3 3.000.000 3.030.000 6.472.578 7.068.665 
  3.816.005 6.551.179 8.130.179 
  4.382.551 6.175.167 7.012.367 
   6.271.554 9.310.788 
   6.208.148 7.275.610 
   6.700.738 7.020.000 
T4 3.000.000 2.827.815 5.807.927 6.334.821 
  2.753.747 4.498.415 4.114.216 
  1.846.429 5.413.531 6.393.269 
   5.452.427 6.554.611 
   5.107.589 5.861.321 
   6.015.702 6.037.097 
 
Tab.7:  ZZ/ Konstrukt der VB-Konstrukte Einzeltierübersicht 
   





ZZ Plasmakonstrukt:   
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 3.000.000 2.225.493 2.484.872 2.177.148 
  803.544 1.378.216 2.111.790 
  1.362.297 1.504.609 2.183.952 
   1.112.336 1.539.480 
   2.035.135 1.810.656 
   1.975.295 2.312.081 
T2 3.000.000 2.549.672 2.332.508 4.717.130 
  1.705.167 3.896.597 5.429.847 
  3.593.333 2.403.822 6.197.786 
   3.976.174 4.469.636 
   2.011.566 2.845.539 
   2.733.465 2.740.942 
T3 3.000.000 1.965.256 3.968.680 3.950.000 
  2.414.050 3.430.928 3.667.826 
  741.404 3.107.176 2.259.494 
   3.313.333 3.350.914 
   3.497.547 3.911.677 
   4.380.290 2.749.155 
T4 3.000.000 1.300.746 3.590.850 3.534.806 
  2.235.894 3.541.544 3.417.063 
  1.809.000 3.724.255 2.867.430 
   1.997.546 3.293.445 
   4.798.013 3.536.395 
   4.232.596 2.339.410 
 
Tab.8:  ZZ/ Konstrukt der BP-Konstrukte Einzeltierübersicht 
  









Abb.8:  ZZ/ Konstrukt der BP-Konstrukte Einzeltierübersicht 
 
  ANHANG  
 130 
II.II) ZZ-Entwicklung pro Nassgewicht [mg] 
II.II.I) VB  
ZZ Vollblutkonstrukt:   
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 666.667 696.056 3.831.418 6.627.907 
  570.033 4.365.079 9.918.478 
  1.185.345 7.188.841 8.754.864 
   6.879.845 7.352.941 
   6.205.036 10.253.456 
   7.177.033 9.246.575 
T2 666.667 892.857 12.631.579 23.619.632 
  1.460.481 15.025.253 14.766.082 
  646.552 12.972.973 16.822.430 
   8.530.806 8.173.077 
   10.283.688 10.285.714 
   4.147.465 9.880.240 
T3 666.667 1.875.000 12.716.263 14.819.005 
  2.248.677 11.084.906 16.035.857 
  3.005.865 13.166.667 12.544.484 
   10.850.440 24.828.767 
   12.592.593 15.447.154 
   14.662.447 15.000.000 
T4 666.667 1.655.629 11.062.718 11.517.857 
  1.580.796 8.978.873 9.436.275 
  935.374 7.345.361 11.730.769 
   11.650.485 13.627.049 
   7.589.286 12.853.774 
   11.983.471 10.215.054 
 
Tab.9:  ZZ/ Nassgewicht [g] der VB-Konstrukte Einzeltierübersicht 
  




ZZ Plasmakonstrukt:   
d 0 1 14 28 
Tier     
T1 666.667 2.093.596 4.190.341 4.260.563 
  759.494 2.697.095 4.257.642 
  1.148.649 2.653.631 4.112.903 
   2.510.917 3.506.787 
   2.702.703 3.852.459 
   4.625.984 4.362.416 
T2 666.667 1.637.555 4.537.954 10.648.148 
  1.083.333 8.507.853 10.969.388 
  2.222.222 3.821.656 12.546.125 
   6.879.195 9.311.741 
   3.380.783 5.855.019 
   5.216.535 6.159.420 
T3 666.667 4.035.433 4.474.273 8.333.333 
  4.752.066 6.701.031 8.260.870 
  1.340.694 4.529.412 5.379.747 
   6.666.667 4.046.997 
   6.981.132 10.029.940 
   8.921.162 5.236.486 
T4 666.667 1.958.955 6.699.346 6.890.459 
  2.581.864 4.779.412 7.837.302 
  3.000.000 6.808.511 5.369.718 
   3.374.233 4.691.517 
   9.519.868 6.292.517 
   6.442.308 4.774.306 
 
Tab.10:  ZZ/ Nassgewicht [g] der BP-Konstrukte Einzeltierübersicht 
  









Abb.10: ZZ/ Nassgewicht [g] der BP-Konstrukte Einzeltierübersicht 




Tab.11 : Übersicht der Signifikanzen der makroskopische Auswertung 
Werte < 0,05 als signifikant gewertet 
  ANHANG  
 134 
 
III) sGAG Gehalt  
Darstellung der hohen Varianz zwischen den Einzeltieren 
III.I) sGAG pro Nassgewicht 
 
sGAG pro Nassgewicht  
VB   
d 14 28 
Tier   
T1 -0,01830357 -0,00303571 
 0,01017857 0,00098214 
 0,03482143 -0,00669643 
T2 0,16669833 0,17496201 
 0,11341185 0,19918313 
 0,19908815 0,10932751 
T3 0,52222438 0,44429348 
 0,51300466 0,45729814 
 0,51931289 0,61645963 
T4 0,54169833 0,39304711 
 0,33558131 0,52593085 
 0,29844225 0,71789514 
 
Tab.12:  Rohwerte des sGAG-Gehalt 
[µg] pro Nassgewicht [mg] 
 
 
sGAG pro Nassgewicht  
BP   
d 14 28 
Tier   
T1 0,03857143 0,02848214 
 0,02625 0,01794643 
 0,02142857 0,03517857 
T2 0,0549962 0,09375 
 0,03267477 0,10600304 
 0,03922872 0,06819909 
T3 0,02552407 0,23709239 
 0,02484472 0,2179736 
 0,08006599 0,22292314 
T4 0,16441869 0,27773556 
 0,14181231 0,25911854 
 0,17268237 0,33776596 
 
Tab.13: Rohwerte des sGAG-Gehalt 
[µg] pro Nassgewicht [mg] 
   





Abb.11: Darstellung des sGAG-Gehalt [µg] pro Nassgewicht [mg] in VB 
 
 
Abb.12: Darstellung des sGAG-Gehalt [µg] pro Nassgewicht [mg] in BP 
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III.II) sGAG pro Konstrukt
 
sGAG pro Konstrukt  
VB   
 14 28 
Tier   
T1 -8,36473214 -1,30232143 
 4,95696429 0,40660714 
 18,4205357 -2,61830357 
T2 68,0129179 59,3121201 
 46,612272 56,7671922 
 57,9346505 36,40606 
T3 265,812209 211,927989 
 240,599185 255,629658 
 256,021254 290,352484 
T4 284,391622 216,175912 
 247,323423 286,632314 
 200,851634 327,360182 
 
Tab.14: Rohwerte des sGAG-Gehalt 
[µg] pro Konstrukt 
   
 
 
sGAG pro Konstrukt  
BP   
d 14 28 
Tier   
T1 22,8728571 14,554375 
 17,24625 9,52955357 
 16,1357143 16,5339286 
T2 28,2680471 41,53125 
 20,5524316 52,3655015 
 23,3410904 33,1447568 
T3 22,6398486 112,381793 
 17,0434783 91,548913 
 40,1130629 86,9400233 
T4 88,1284195 142,478343 
 77,5713336 138,369301 
 87,0319149 189,824468 
 
Tab.15:  Rohwerte des sGAG-Gehalt 
[µg] pro Konstrukt 









Abb.14: Darstellung des sGAG-Gehalt [µg] pro Konstrukt 
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III.III) sGAG pro Chondrozyt 
 
sGAG pro Chondrozyt  
VB   
d 14 28 
Tier   
T1 -4,77723214 -0,45802005 
 1,41588486 0,11218254 
 5,61180124 -0,65308989 
T2 13,196951 7,40748234 
 8,74216375 11,8403305 
 19,3596059 10,6290632 
T3 41,067441 29,9813309 
 38,9623791 36,454121 
 41,2395529 39,9076496 
T4 48,9661166 34,1250206 
 45,6861569 44,8334496 
 39,3241552 55,8509244 
 
Tab.16:  Rohwerte des sGAG [µg] pro 
Chondrozyt 
 
sGAG pro Chondrozyt  
BP   
d 14 28 
Tier   
T1 9,20484262 6,68506494 
 11,4622807 4,36344538 
 7,92857143 9,13145897 
T2 12,1191628 8,80434783 
 8,54989868 8,4490658 
 11,6034434 11,6479712 
T3 5,70462927 28,451087 
 5,48519803 40,5174461 
 11,4689126 22,2257694 
T4 24,5424976 40,3072637 
 20,828683 48,2555185 
 18,1391569 53,6774008 
 
Tab.17: Rohwerte des sGAG [µg] pro 
Chondrozyt 









Abb.16: Darstellung des sGAG [µg] pro Chondrozyt  
 




Tab.18: Übersicht der Signifikanzen der sGAG Auswertung 
  Werte < 0,05 als signifikant gewertet 
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IV) qRT-PCR 
IV.I) qRT-PCR Optimierung 







Tab.19: Ergebnisse Primerpaaroptimierung für Aggrekan 
 







Tab.20: Ergebnisse Primerpaaroptimierung für Kollagen II 
 







Tab.21: Ergebnisse Primerpaaroptimierung für Kollagen I 
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Tab.22: Ergebnisse Schmelzkurvenanalyse für Aggrekan 







Tab.23: Ergebnisse Schmelzkurvenanalyse für Kollagen II 








Tab.24: Ergebnisse Schmelzkurvenanalyse für Kollagen I 
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IV.I.III) qRT-PCR Ergebnisse der Konstruktuntersuchungen 
 
 
Tab 25: Rohwerte der qRT-PCR Auswertung T1 
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Tab 26:  Rohwerte der qRT-PCR Auswertung T2 
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Tab 27:  Rohwerte der qRT-PCR Auswertung T3 
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Tab 28:  Rohwerte der qRT-PCR Auswertung T4 
 












Abb.18: Genexpression für Aggrekan in den BP-kultivierten Chondrozyten [in %] 










Abb.19: Genexpression für Kollagen II in den VB-kultivierten Chondrozyten [in %] 
 
 
 Abb.20: Genexpression für Kollagen II in den BP-kultivierten Chondrozyten [in %] 












Abb.22: Genexpression für Kollagen I in den BP-kultivierten Chondrozyten [in %] 
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Tab.29: Signifikanzen der qRT-PCR Auswertung 
    Werte < 0,05 als signifikant gewertet 
